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Roviditések jegyzéke

ADP: adenozin-difoszfat
AGE: fehérje-glikacios végtermék
CHO: kinai horcsog ovarium sejtvonal

CHO wt: a Mac-1 integrint
konstitutivan aktivalatlan formaban
prezental6 CHO sejtvonal

CHO del: a Mac-1 integrint
konstitutivan aktivalt formaban
prezentalo CHO sejtvonal

CRP: C-reaktiv protein

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle
Medium taptalaj

ELAM: endothelialis leukocita
adhézids molekula

eNOS: endothelialis nitrogén-monoxid
szintetaz

FCS: foetalis borji szérum

Gpllib/1la: glikoprotein 1Ib/Ila, aopPs3
trombocita adhézios integrin,
fibrinogén receptor

Gplba: glikoprotein Iba, CD42, vWF
receptor

HDL: nagy denzitasu lipoprotein

ICAM: intercellularis adhézios
molekula

IL: interleukin
JAM: junkcionalis adhézios molekula
LDL: alacsony denzitasu lipoprotein

oxLDL: oxidativan modosult LDL

LFA-1 limfocita funkcid asszocialt
antigén, CD11a/CD18 adhézios
integrin

Mac-1: Makrofag-1 antigén,
CD11b/CD18 adhézios integrin,
am P2 integrin, C3b komplement
receptor

MCP-1: monocita kemoattraktans
protein-1

MCSF: makrofag koloniastimulalo
faktor

MFI: atlagos fluoreszcencia intenzités
MIF: makrofag migraciot gatld faktor

MIP-1a: makrofag gyulladasos protein
la

MMP: matrix metalloproteinaz
NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintetaz
ROS: reaktiv oxigéngyok

PAF: trombocita aktivalo faktor

PAI-1: plazminogén aktivator
inhibitor-1

PARI: proteaz aktivalt receptor 1
PBS: foszfat-puffer oldat

PDGF: trombocita novekedési faktor

PECAM-1: trombocita-endothel
adhézios molekula-1

PF-4. trombocita faktor 4
PMA: phorbol-12-myristate-13-acetate

PRP: trombocitadus plazma
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PSGL-1: P-selectin glikoprotein SR-A: scavenger receptor A
ligand-1
TF: szoveti faktor
RANTES: CCLS5, regulated and
normal T cell expressed and TNF-a: tumor nekrézis faktor-a

secreted
TGF-B: tumor novekedési faktor-3

rhsCD40L: rekombinans humén

szolubilis CD40 ligand t-PA: szdveti plazminogén-aktivator
sCD40L: szolubilis CD40 ligand TXAZ: tromboxan A2
sCD40LT: a sCD40L trimer formaja VCAM: vaszkularis adhézios molekula

VvWE: von Willebrand Faktor
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1. Bevezetés

1.1 Az érelmeszesedés pathogenezise

Az érelmeszesedés diffuz elvaltozas az erekben, mely mar gyermekkorban
elkezdddhet, ¢és a rizikofaktorok fennalldsa esetén folyamatosan progredial.
Elérehaladott formdban a vezetd haldlokokat jelentd miokardidlis infarktus és stroke
kialakulasaban van alapvet6 szerepe. Az atherosclerosis legfontosabb rizikotényezoi a
magas vérnyomas, a szénhidrathaztartas felborulasa, a koros vérzsir- illetve lipoprotein
szintek, az abdominalis elhizas, az elérehaladott kor és a dohanyzas [1,2]. A legjabb
kutatasi eredmények szerint érelmeszesedésben a keringésben és az atherosclerotikus
elvaltozas teriiletén is gyulladasos sejtek és mediatorok vannak jelen, és megndvekszik

a kering6 trombocitak és leukocitak aktivitasa [3-13].

Morfologiai szempontbdl az érelmeszesedés legkordbban jelentkezd elvéltozasa a
zsiros csik (,,fatty streak™), vagyis a zsirlerakodas az intimaban. A lerak6do koleszterin-
észterek zOommel a szubendothelidlis tér sejtjeiben, intracellularisan, részben
extracellularisan helyezkednek el. A lipidlerakodasok gyakran a mechanikus hatasoknak
jobban Kitett érszakaszokon jelentkeznek [1,2]. Ebben a stadiumban, anyagcsere illetve
aramlasi viszonyok valtozasainak kovetkeztében, fokozodik az adhézids receptorok és
kemokinek expresszidja, ennek kovetkeztében a sejtes elemek (monocitak, majd T
limfocitak) érfalba vandorlasa [1,14-17]. Egyes eredmények szerint ebben a korai
szakaszban, kiilondsen a nagy nyirder6knek Kkitett teriileteken mar megfigyelheté a

trombocita-endothel kolcsonhatasok gyakorisaganak valtozasa [18-20].

A plakk-képz6dés stadiumaban a lipidlerakddasok koriil intenziv myointimalis
sejtburjanzas indul meg, nagy lipidtartalmu habos sejtek jelennek meg, melyek a
keringd, érfalba vandorlé monocitdkbol, vagy az érfal simaizomsejtjeibdl alakulnak ki.
A burjanzé sejtek kollagént és kotoszoveti mukopoliszacharidokat termelnek, a
lipidlerakodas koriil igy egy rostos kotdszovetes burok alakul ki, mely bedomborodik az
ér lumenébe [1,2]. Ebben a szakaszban jellemz6 az endothelen jelen levé nagyszamu

adhézios receptor (VCAM, ICAM, E-selectin, P-selectin) és a sejtekbdl felszabaduld
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citokinek, kemoattraktansok emelkedett mennyisége (TF, MCP-1, MCSF, IL-1, IL-8,
MMP-1), fokozodik a makrofagok lipidfelvételét eldsegitd scavenger receptorok (SR-A,
CD36) expressziodja [1,14,15,17].

Ezt kovetden a plakk kotdszovetes rostjain Ca?* lerakédas (calcinosis) indul meg,
az ¢érintett érszakasz keménnyé, merevvé valik, rugalmassidga csokken. A plakk
felszinén az endothel folytonossaga megsziinik, a rostos burok felszakad, helyén

prokoagulans molekulak valnak szabadda, kialakul a wvulnerabilis plakk, ami a

1.1.1 abra: Atherotrombozis, forras: www.images.md

Az érelmeszesedés kialakuldsdban szamos tényezd jatszik szerepet; fizikai
eltérések, mint az aramlasi és vérviszkozitasi jellemzOk megvaltozasa, anyagcsere
valtozasok, endothel diszfunkcio, gyulladasos illetve autoimmun folyamatok, keringd
sejtes elemek érfalba vandorlasa, mikodésének valtozasa illetve lipoprotein retencio.
Elészor azokat a tényezdket tekintjiik at, amelyek jelenlegi ismereteink szerint hatassal
kitapadasara. Ezt kovetden kitériink a keringd leukocitdk, trombocitak ¢és azok
kapcsolodasaban részt vevd molekuldk jelentdségére, kiilonos tekintettel a leukocita-

trombocita kapcsolatok érelmeszesedésben betoltott szerepére.


http://www.images.md/
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1.1.1 Fizikai eltérések

A vérben keringd sejtek aktivaltsaga, egymassal ¢és az érfallal vald kapcsolata
nagymértékben fligg a vér aramlasanak fizikai jellemzo6itél. Nagy nyirderdk fellépése
esetén a kering6 trombocitak és az endothel aktivalodnak, ami fokozza a leukocitak
kitapadasat és az érfal atépiilését, illetve a leukocita-trombocita komplexek kialakulasat
[21-24]. Az aramlas fiigg az érfal atmérGjétél, a perfuziés nyomastol és a
vérviszkozitastol (Poiseuille-torvény: Q = AP x © x */1x N, ahol Q az aramlés, AP a
perfuziés nyomas, r az ér sugara, 1 az érszakasz hossza és mn a vérviszkozitds).
Fiziologias koriilmények kozott az érfal atmérdjének valtoztatdsaval reagal az aramlas
valtozasaira: a nyirofesziiltség ndvekedésére az endothel vazodilataciot kivalto
mediatorokkal valaszol (dramlésfiiggd vazodilatacio). Kronikus hatasokra az érfal alakja
és Osszetétele megvaltozik (vaszkularis remodelling), ezért nem lesz képes
alkalmazkodni az 4ramlés valtozasaihoz. Az érfal megvastagszik, a lumen besziikiil,
ami a nyirderd fokozdodasahoz, orvénylésekhez és az érfal mentén stagnéacios pontok
Ezek a valtozasok jol megfigyelhetéek pl. az erek elagazddasanal, és a beszikiilt
érszakaszok mellett [1,2,21,25-27].

A vér viszkozitdsa fontos tényezd a véraramlas sebessége szempontjabol; a
viszkozitas emelkedésével lassul a vérdramlas, ami megnoveli a keringd sejtek és az
endothel kozti interakcid idejét, eldsegitve a vérlemezkék ¢és leukocitdk kiapadasat,
illetve a véralvadasi kaszkdd beindulasat. A vér viszkozitdsdt meghatarozza a benne
oldott részecskék mennyisége €és egymassal valo interakcidja. A sejtes elemek szdma
(hematokrit) az egyik fontos tényezd. Nagyerekben a vorosvértestek a véraram kozepén,
a leukocitdk és trombocitak az érfalhoz kozelebb helyezkednek el, ami a sejtek
kolcsonhatésait, 6sszecsapzodasat €s ezaltal az dramlasi jellemzoket is meghatarozza. A
vérviszkozitas masik fontos meghatarozoja a plazma viszkozitdsa, amit a viz és a benne
oldott nagy molekuldji anyagok hatdroznak meg. Ezek koziil a nagy, elongalt
szerkezetli fibrinogén a legfontosabb résztvevd, ami a vér trombogenitdsanak fontos

meghatarozoja.  Bizonyos  betegségekben, pl.  diabéteszben, hipertoniaban,
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korondriabetegekben, obesitasban, dohanyosokban, illetve kiilonb6z6 gyulladasos
korképekben akut fazis fehérjeként megemelkedik a koncentracidja. Koros allapotokban
nem csak a fibrinogén, hanem mas alkotoelemek, pl. globulinok, lipidek jelentGsége is

megnd [1,21].

1.1.2 Endotheldiszfunkcio

Az endothel egyik legfontosabb szerepe az érfal integritasanak megoérzése, a
trombotikus-antitrombotikus, illetve  az  inflammatorikus-antiinflammatorikus
folyamatok egyenstlyban tartdsa. Nagy kardiovaszkularis kockéazatii betegek esetében
az aramlasban és vérviszkozitisban bekovetkezd fizikai valtozasok, illetve a
gyulladédsos és trombotikus folyamatok tartdés fenndllasa végiil az endothel védekezd
mechanizmusait kimeritik. Karosodik az endothelsejtek integritasa, felgyorsul a sejtek
eloregedése, fokozodik a sejtfelszini adhézidos molekuldk expresszidja és csokken a

nitrogén-monoxid termelése [1,16,21,28-30].

Nitrogén-monoxid (NO): Az érténust szabalyozo nitrogén-monoxid nagy része az
endothelbdl szabadul fel, a nitrogén-monoxid szintetaz (NOS) enzim hatasara, melynek
egyik legfontosabb induktora a nyirder6k fokozodasa. Hatasara megemelkedik a cGMP

crer

(1.1.2 4bra).
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« Q Blood flow

Intima

1.1.2 dbra: NO-medialt vazodilatacio (forrds: Wikipedia). A nyirderdk fokozodéasa
a NOS aktivacidjahoz, és fokozott NO termeléshez vezet. Az emelkedett NO szintre a
simaizmok Ca®* -dependens vazodilatacioval valaszolnak.

A NO azonban nem csak a vazodilatacioban jatszik alapvetd szerepet. Gatolja a
leukocitdk aktivacidjat €s migracidjat, illetve a simaizomsejtek proliferaciojat
[1,16,29,30]. Az endothelbdl illetve részben magabol a vérlemezkébdl szarmazd
nitrogén-monoxid gatolja a vérlemezkék P-selectin expresszidjat, ezen keresztiil azok
aggregatumok kialakulasat [29,31-35], ezek a hatasok pedig 0sszességében gatoljak a
gyulladésos és trombotikus folyamatokat.

Nyugalmi allapotban az endothel nitrogén-oxid szintetaz (eNOS) enzime fontos
szerepet jatszik az endothel nyugalmi allapotanak fenntartdsdban. A legtobb
kardiovaszkularis rizikofaktor jelenléte azonban endothelidlis aktivaciot i1déz eld,

melynek sordan az eNOS miikodése megvaltozik, ennek hatdsira a sejtben a reaktiv

oxigéngyokok (ROS) szaporodnak fel [1,16,28-30].
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Endothelialis aramlasi stressz

Az endothel felszinén jelen levé mechanoreceptorok érzékenyen valaszolnak az
endothelidlis aramlasi stresszre. A sejt mitogén aktivalt protein-kinaz rendszerének
aktivalasan keresztiil megvaltoztatjak a sejt citoszkeletaris strukturajat és aktivaljak a
stressz azonban szamos ponton moédositja az endothelsejt mitkdését, ami végsd soron
az érelmeszesedés progresszidja iranyaba hat. Igy példaul génexpresszio és
fehérjeszintézis szintjén is gatolja a NO keletkezését, fokozza azonban a reaktiv
oxigéngyokok termelddését, és csokken az intracellularis szabadgyokfogok szintje,
ilyen médon noveli az oxidativ stresszt. Csokkenti a vazodilatdtor anyagok, pl. a
Az endothelsejtbdl fokozodik a mitogének felszabaduldsa is, ennek hatasara
simaizomsejtek vandorolnak az intimaba, ahol fenotipusuk megvaltozik, szintetikus
aktivitasuk fokozddik és proliferaciora is hajlamosak lesznek. A simaizomsejtek altal
termelt kollagén és mas extracellularis fehérjék ugyanakkor fontosak a plakkot
stabilizalo fibrotikus burok kialakitdsaban. Ezzel ellentétes hatdsu a fibrotikus réteg
lebontasaban fontos matrix metalloproteinazok (MMP) expresszidjanak fokozddasa.
Novekszik viszont az endothelsejtek LDL-termel6 kapacitasa, emellett megvaltozik az
endothelsejtek egymashoz illeszkedése, ezért az LDL diffazidja is ndvekszik
[1,16,25,30].

A kisfoku aramlasi stressz emeli az endothelen az adhézos molekulak szintjét és
indukalja az IL-8-at, ami el6segiti a monocitak érfalba vandorlasat [25-27]. A
trombocitdk szintén érzékenyen reagalnak az aramléds valtozasaira, az endothellel valo

kolcsonhatasuk pedig elésegitik a leukocitak érfalhoz tapadasat [18,19,36].

1.1.3. Hipertonia

Hipertonia betegségben a keringd sejtes elemek és kitapadasuk szempontjabol
elsddleges a megvaltozott hemodinamikai kdrnyezet. A sziv és az erek szerkezete a
mechanikai terhelés hatdsara megvaltozik: a média a simaizomsejtek hipertrofidja és
hiperplaziaja miatt megvastagszik, né a kollagén mennyisége, csokken az erek

compliance-e.
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A megnovekedett nyiréerék miatt fokozodik a trombocitdk aktivitdsa. Az
endothelium is igen érzékenyen véalaszol a tartésan kedvezo6tlen mechanikai hatasokra:
endotheldiszfunkcié alakul Ki, vazoaktiv anyagok egész sora szabadul fel, a
vazodilatativ  (nitrogén-monoxid,  prosztaciklin,  hiperpolarizalo  faktor) és
vazokonstriktiv (endothelin-1, tromboxan A2, prostaglandin H2, angiotenzin I,
szerotonin) anyagok egyensulya megbomlik. A vazokonstriktiv anyagok egy része
emellett elésegiti a trombocitaaggregdciot iS. Ehhez tarsulnak mas jelen levo,
atherotrombotikus folyamatokat elésegité mediatorok, pl. gyulladasos faktorok, TNF-a,
PAI-1[1,37].

A vérnyomas, kiilondsen a szisztolés érték pozitiv korrelaciot mutat a trombocitak
aktivitasaval és a monocita-trombocita aggregatumok keletkezésével. Ez utdbbi
hatterében valosziniileg a P-selectin expresszidjanak vérnyomasfiiggd emelkedése all,
aminek mechanizmusa azonban jelenleg nem teljesen ismert [31,38]. Hipertoniasokban
a vérlemezkék nitrogén-monoxid termelése is karosodott, kevésbé képes reagalni a
stimuldcidéra. Ugyanakkor megemelkedik a keringd NOS gatlok koncentracioja,
csokken az endothel valaszkészsége és a trombocitak exogén NO-ra adott reakcidja is.
Mindezek kovetkeztében a trombocitak aktivitdsa fokozodik és megemelkedik a keringd

monocita-trombocita aggregatumok mennyisége [31].

1.1.4 Anyagcsere eltérések

Bizonyos anyagcsere valtozasok fokozzak az érelmeszesedés progressziojat. Ilyen
pl. a diabétesz, a lipideltérések, a metabolikus X szindroma. Ezen a helyen azokra az

anyagcsere eltérésekre tériink ki, amelyek igazoltan hatassal vannak a keringd sejtek

crer

Lipidanyagcsere eltérések

LDL-koleszterin: A hiperkoleszterinaemia, kiilonosen az LDL koleszterin
szintjének megemelkedése szamos folyamatot indit el, ami az érelmeszesedés
kialakulasédhoz illetve progresszidjahoz vezet. A hiperkoleszterinaemiara adott egyik
elsd valasz az adhézids molekulak és receptoraik fokozott megjelenése az endothel és a

crer

leukocitdk  felszinén, illetve a kemoattraktdns faktorok koncentracigjanak
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megemelkedése. Egészséges egyedekben azonban a sejtek  védettek a
koleszterinterheléssel szemben. Az LDL kiilonb6z6 mdédokon modosulhat, pl. oxidacio
(ox-LDL), acetilalodas (acetil-LDL), immunglobulin-komplexekhez valo kotédés, ezek
a modosult formak mar gyorsan bejutnak a makrofagokba a scavenger A receptoron
keresztiil. Az oxLDL emellett tobb atherogén tulajdonsaggal is rendelkezik: citotoxikus
hatassal van az endothelsejtekre, mitogén hatast fejt ki a makrofagokon ¢és
simaizomsejteken. Endothelsejteken fokozza az IL-1, IL-8, MCP-1, MCSF, VCAM
expresszidjat és a kollagénszintézist, ugyanakkor gatolja a NO felszabadulasat. Noveli a
simaizomsejtek kollagéntermelését, fokozza a Fas-medialt apoptozist, aktivalja a NFkB-
t, fokozza a MMP-1 expressziojat és noveli az intracellularis kalciumszintet. A keringd
leukocitakon kemotaktikus hatdsu, fokozza az endothel és a monocitak felszinén az
adhézios molekulak szintjét [39-41], és elésegiti a monocitak, neutrofilek és limfocitak

endothelhez torténd adhéziojat [41-43].

HDL-koleszterin: A HDL-koleszterin szintje és a koronariabetegség prevalenciaja
kozott forditott ardnyossdg all fenn, mely a HDL reverz koleszterintranszportban
betoltott szerepével magyarazhaté. A HDL-nek azonban vannak egyéb antiatherogén
tulajdonsagai is. Jelenlegi ismereteink szerint a HDL csokkenti az endothelen az
adhézios molekulak (VCAM-1, ICAM-1, E-selectin) kifejez6dését, ennek
kovetkeztében a monocitak kitapadasat is. Gatolja az oxLDL keletkezését a majban
termel6dd paraoxonaz enzimmel vald kolcsonhatdsa révén, illetve gatolja az oxLDL
altal okozott apoptdzist €s NO szintézis-csokkenést is. Szovodményes esetekben
megbomlik a plakk felszinén az endothelréteg, ami trombocitdk ¢és leukocitak
kitapaddsdhoz vezet. Ebben a stddiumban a HDL fokozza az endothelsejtek
proliferacigjat. Endothelen csokkenti a novekedési faktorok (EGF, FGF) felszabadulasat
¢és fokozza a prosztaciklin, az endothelin-1 és a natriuretikus peptid C termelését, ami a
simaizomsejtek proliferacidjdnak gatlasdhoz, illetve vazodilatacidhoz vezet. Az
endothelidlis barrier karosoddsa utan fokozza a simaizomsejt-proliferaciot, ami gatolja a
plakk fibrozus sapkdjaban torténd sejtcsokkenést, ami szintén a plakk stabilitasat segiti
el6, emellett fokozza a koleszterin kiaramlasat a makrofagokbol és habos sejtekbdl. A
HDL csokkenti a trombocitak aktivitasat (fokozza a NOS és a PKC aktivitasat, ezért

csokken az intracellularis raktarakbol a Ca®* kidramlés, végso soron az aktivitas), €s a
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véralvadast, a X-es véralvadasi faktor aktivalodasanak gatldsan keresztiill. A HDL a

fibrinolizisre is hatassal van; szintje negativan korrelal a PAI-1 és tPA szinttel [1,16].

Trigliceridek: A trigliceridben dus lipoproteinek szintje Osszefiiggést mutat az
érelmeszesedés kialakuldsaval €s progresszidjaval, s6t, a remnant lipoproteinek szintje a
koronariabetegség fiiggetlen rizikofaktoranak bizonyult [44]. A kilomikronok és a
VLDL-remnant partikulumok képesek belépni az artériak falaba, ahol a simaizomsejtek
¢s a makrofagok felveszik dket. A lipoprotein lipaz (LPL), mely normalis esetben segiti
a trigliceridben gazdag lipoproteinek lebomlasat a zsirszovetben, az artéria faldban
proatherogén tulajdonsagi lehet. A makrofagok altal termelt LPL ugyanis fokozza a
endocitozisukat a makrofagokba. A remnant lipoproteinek az érfalban novelik a
simaizom-proliferaciot, az endothel ICAM-1, VCAM-1 és TF expressziojat. Serkentik a
keringd monocitdk adhézios receptorainak expresszidjat €s azok endothelhez vald
kitapadasat [44]. Emellett feltehetéen a gyulladasos folyamatot is serkentik. Az
emelkedett VLDL és kilominkronszint gyakran jar egyiitt csokkent HDL és a kicsi, stiri
LDL emelkedett szintjével, ami tovabb fokozza az atherogén hatasokat. Az eddigi
vizsgalatok alapjan ebben az LPL-aktivitas csokkenésén tal az inzulinrezisztencia

jatssza a dont6 szerepet [1,16].

Lipoprotein(a): A koronariabetegség, a stroke €s a vénas trombozis szempontjabol
a lipoprotein(a) szintje (30 mg/dl felett) fiiggetlen rizikotényezének bizonyult.
Proatherogén hatidsai az LDL-hez hasonlo tulajdonsagaival magyarazhatoak, mig
protrombotikus hatasai a plazminogénhez hasonl6 szerkezetével. Hatdsara az intimaban
fibrinlerak6das, koleszterin felhalmozodds és simaizomsejt proliferacié alakul ki.
Antifibrinolitikus hatast; fokozza a PAI-1 és gatolja a t-PA szintézisét. Gatolja a TGF-3

--------

[1]. Az oxidalt lipoprotein(a) emellett fokozza a Mac-1 adhézios integrin expressziojat
[45].
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Diabétesz

A cukoranyagcsere valtozasai sulyos elvaltozdsokhoz vezetnek a nagyerekben.
Ennek koszonhetden a diabéteszes betegek varhato é€lettartama mintegy 10-15 évvel
rovidebb, mint a nem diabéteszes populacioé. A korai haldlozast az esetek 75-80%-aban
a diabétesz makrovaszkularis szovodményei idézik el (a stroke 3-szor, a koronaria
elzarddas 3-5-sz0r, az alsé végtagi amputacid 15-szor gyakoribb az atlagnal ebben a
betegcsoportban) [1].

A vércukorszint emelkedése mar joval a diabétesz manifesztacidja elott
valtozasokat idéz el az érfalban. A korai stadiumban jelentkezd inzulinrezisztencia és

crer

emelkedett inzulinszint atherogén hatassal bir: elGsegiti a simaizomsejtek proliferaciojat
tonust, igy emeli a vérnyomast, raadasul karosodast szenved a nitrogén-monoxid
medialt vazodilatacio is [1,37,46]. Az inzulin a lipidanyagcserében is proatherogén
valtozasokat idéz el6: emeli a szabad zsirsavak ¢és a trigliceridben gazdag lipoproteinek
szintjét [1].

A tartosan emelkedett vércukorszint kovetkeztében a gliikoz kapcsolodik a
fehérjék aminocsoportjahoz, AGE (advanced glycosilated endproducts) képzdédését
keresztkotések €s receptor-AGE komplexek (RAGE) kialakulasahoz vezet, ami tobbek
kozott a kiserek és glomerulusok bazalis membranjanak elvaltozasaiért, és végsd soron
a mikroangiopatiaért, diabéteszes nefropatidért, és retinopatiaért felelés. A glikozilalt
fehérjék kotédnek az endothel, a simaizom ¢és a monocitdk AGE-receptoraihoz,
melyeknek a szdma diabéteszben megemelkedik. A kotddés a sejtekben atherogén
valtozasokat idéz eld; fokozodik példaul a szabadgyokok képzddése, a ndvekedési
faktorok termelése és a citokinek aktivalddasa. Az AGE masik hatdsa, hogy aktivalja a
protein-kindz C-t és a mitogén-aktivalt protein kindzt. A kapcsolodo jelatviteli
folyamatok hatdssal vannak az érfal permeabilitisara és a ndvekedési faktorok

képzddésére [1,47].

Diabéteszben megnd a trombocitak mérete és aktivitasa, hajlamosabbak lesznek az

aggregaciora és adhéziora [48]. Intenzivebben reagalnak aktivatoraikra, ennek soran
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fokozodik a kalcium mobilizdlodésa az intracellularis raktarakbol és a mediatorok
felszabadulasa az a-granulumokbdl. Csokken a NO szintézise €és az altala kivaltott
reakciok mértéke. Fokozodik a COX miikddése és a reaktiv oxigéngyokok termelése,
valamint a PAI-1 felszabadulasa. A glikozilalt fehérjéknek koszonhetéen megvaltoznak
a sejtmembran tulajdonsagai. N6 az adhézids receptorok, a Gpllb/Illa expresszidja és
aktivitasa [46]. A vércukorszint akut emelkedését dsszefliggésbe hozzak a trombocita
aktivitasat érzékenyen jelz6 leukocita-trombocita aggregatumok emelkedett szintjével
[49,50].

A cukorbetegség hatdsara 1étrejovo koros miikodés sulyosbitja az érelmeszesedés
progresszidjat és a plakkruptiura kovetkezményeit. Az anyagcsere kedvezd valtozasa
azonban mar harom honap elteltével kimutathatoan csokkenti a trombocitak aktivaciojat
[46]. A trombocitagatld kezelések szintén fontos Osszetevojét képezik a primer,
szekunder ¢és tercier vaszkularis prevencionak diabéteszben és metabolikus
szindromaban [1,2,46].

A diabétesz hatisainak vizsgélatit neheziti, hogy egyes eredmények szerint az
inzulinkezelés hatassal van a kering6 trombocitakra és leukocitakra. Bar az adatok nem
egyértelmiiek, az inzulin fokozhatja a trombocitak tromboziskészségét és P-selectin
expresszidjat, illetve a leukocitdk CDI11b expressziojat. Inzulinkezelés hatasara
novekszik a trombocita-leukocita komplexek szama is [51,52]. Ugyanezt a hatast

egészséges egyének hiperinzulinaemiaja kapcsan is leirtak [50].

Obesitas

A tulsuly és a kardiovaszkularis kockéazat Osszefiiggése mara egyértelmiive valt
[1,2,53]. A zsirszovet bonyolult metabolikus és endokrin funkciot ellatd szerv, ezért
megnovekedett mennyisége nem csak fizikailag terheli meg a szervezetet, hanem
szamos anyagcserevaltozassal jar egyiitt. A megnovekedett postprandialis szabad
zsirsav  koncentraci6 példaul Osszefiiggésben van a fokozott lipolizissel, az
inzulinrezisztenciaval és a dyslipidaemiaval. A szabad zsirsavak emellett direkt
atherogén hatast fejtenek ki az endothel medialt vazodilatacid gatlasadn keresztiil. Az
obesitas emellett fokozza a magas vérnyomas, diabétesz és dyslipidaemia kockazatat is
[53,54].
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Az elhizas ¢és a kardiovaszkularis kockézat kapcsolatdban szamos tényezo
szerepelhet. Sokat vizsgaltak példaul az obesitas és az inzulinrezisztencia kapcsolatat.
Mivel a zsirszovet endokrin funkciokat is betolt, jelentOsége lehet az altala termelt
mediatoroknak. Az l-es  tipusu  11-béta-hidroxiszteroid  dehidrogendaz  a
kortizolanyagcserébe vald beavatkozassal eldsegitheti az inzulinrezisztenciat. A leptin
az étvagy ¢és az energiafelhasznalas szabalyozasan feliil az izom és a zsirszovet
zsiranyagcseréjének szabalyozasaval iranyitja a zsirmegoszlast €s gatolja a majban a
trigliceridek akkumulaciéjat. Inzulinrezisztencidban magasabb a leptin szintje, ami
egyik oka lehet az endothel diszfunkcionak és a restenosis kialakulasanak. Az
adiponektin negativan korrelal az inzulinrezisztenciaval és az elhizassal, csokkenti az
érelmeszesedés, a diabétesz kialakuldsat, a vaszkuldris remodellinget és a hepatikus
gliikozkiaramlast. A rezisztin szintje korrelal az elhizas és az inzulinrezisztencia
mértékével ¢és fokozza a maj glikoéztermelését. FEldsegiti az érelmeszesedés

progressziojat, mivel simaizomproliferaciot idéz eld és csokkenti az endothelfunkciot.

Gyulladasos faktorok, mint az LPS és a TNF- o emelik a szintjét [1,2,53].

Obesitasban bizonyos valtozasok azonban kozvetlen hatassal is lehetnek a keringd
sejtes elemekre illetve az atherosclerosis kialakulasara és progresszidjara. A
plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) nagyobb mértékben termelddik a viszceralis
zsirban, mint a szubkutanban, ¢és emelkedett koncentracidja  csokkent
inzulinérzékenységgel jar egyiitt [1]. Fokozza a trombocitak aktivitasat, ezzel direkt
modon noveli az atherotrombozis kockazatat [46]. Abdominalis elhizasban magasabb a
keringd CRP szintje, ami kronikus, alacsony intenzitasu gyulladasra utal. A CRP direkt
moddon rontja az endothelfunkcidt: eldsegiti az endothelin és az endothelialis adhézios
molekuldk (VCAM-1, ICAM-1) expressziojat, ami a leukocitak fokozott kitapadasahoz
vezet. A CRP gatolja a NO szintazt, a csokkent NO szint pedig fokozott trombocita
aktivacioval jar [1,37,55].

A zsirszovetben, illetve gyulladas esetén a zsirszovetet infiltrald makrofagokban
fokozott mennyiségben termelddnek bizonyos citokinek és kemokinek: mint a TNF-a,
IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1 receptor antagonista, MCP-1 (monocita kemoattraktans
protein), MIF (makrofag migraciot gatld faktor), makrofag eredetli gyulladasos protein
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1-alfa és gyulladasos proteinszerii fehérje-2, és bizonyos akutfazis fehérjék (amiloid-
A3, haptoglobin). A TNF-a proatherogén, illetve prodiabetogén hatasu, és az
adipocitakban parakrin funkciot lat el. Csokkenti a lipoprotein lipaz aktivitasat, gatolja a
PPAR-y-t és ndveli az adipocitak lipolizisét. Az IL-6 proatherogén, prodiabetogén és
elésegiti a vaszkularis gyulladast, noveli a majban a CRP termelést [1,37,55].

1.1.5. Dohdnyzas

A dohanyzas érrendszerre gyakorolt karos hatasainak tobb Osszetevdje van. A
hatasok hatterében egyrészt a nikotin, masrészt a dohdnyfiisttel a szervezetbe jutd
égéstermékek, illetve maga a dohanyzés, mint viselkedésforma allnak.

A nikotin hatdsa Osszetett: idegi, vaszkularis és sejtszinten is eldsegiti az
érfalkarosodas irdnyaba hatd folyamatokat. Idegi hatdsaihoz tartoznak pl. az agytorzsre
kifejtett hatas, a periférids- és a karotisz kemoreceptorainak aktivalasa, a periférias
erekben taldlhaté idegvégzodések miikodésének befolydsolasa és a mellékvesébol
felszabaduld katekolaminok szintjének fokozasa. A nikotin sziv- és érrendszeri hatasai
koziil a legfontosabbak a szivfrekvencia és a perctérfogat emelése, a szivizomzat
kontraktilitasanak fokozasa. A borerekben vasokonstrikcidét, az izomzatban
vazodilataciot okoz, amihez a dohényzas kapcsan felszabadulé adrenalin is hozzajarul.
A katekolamin-felszabadulas fokozza a koronariaerek ellenallasat, ami alfa-adrenerg
blokkolokkal gatolhatd. A dohidnyzas emellett gyorsitja az atrioventricularis csomdban
az ingeriiletvezetés sebességét, amivel noveli a ritmuszavarok kockazatit. A
dohanyzéassal a szervezetbe keriild szén-monoxid csokkenti a vér oxigénszallito
kapacitasat, emiatt a voOrdsvértesttomeg nagyobb lesz. Emelkedik a vér
fibrinogénszintje, ami az eldbbi valtozassal egyiitt a vér viszkozitdsanak fokozodasat
eredményezi. Eltolodik a vazodilatator és vazokonstriktor medidtorok egyensulya,
csokken a nitrogén monoxid szintézise. Dohdnyzas hatasara megnd a reaktiv
oxigéngyokok mennyisége és csokken a szervezet antioxidans igy pl. a C-vitamin

szintje, ami azok karos hatasait kivédhetné [1,56,57].

A dohanyzasnak illetve a dohanyfiistnek a keringd sejtekre gyakorolt hatdsa az

eddigi eredmények alapjan nagy valdszintséggel a reaktiv oxigéngyokoknek
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koszonhet. Allatkisérletes vizsgalatokban példaul a dohanyfiist el8segitette a
leukocitak endothelhez valo kitapaddsat, ami szuperoxid-dizmutdzzal illetve C-
vitaminnal kivédhetd volt, E-vitaminnal azonban nem, ami a vizoldékony reaktiv
oxigéngyokok jelentdségére utal [56].

Dohanyfiist-koncentratum hatasara in vitro az endothelen fokozodik az adhézios
molekulak (ICAM-1, ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule)), a
monocitakon pedig a CD11b expresszidja [58]. A monocita CD11b felszini expresszioja
a dohanyfiist-koncentratum toménységétdl fiigg és reverzibilis, egy id0 utan (in vitro
adatok szerint 35 perc utan) ujra csokkenni kezd. Ezzel 6sszhangban, dohdnyosokban
nem taladltak emelkedett CDI11b szintet, stimuldci® hatdsara azonban a
nemdohanyzokhoz képest nagyobb expresszionovekedés volt megfigyelhetd, ami arra
utal, hogy dohdnyosokban a monocitdk adhézios készsége megemelkedik. A fokozott
adhezivitast a szerz0k a dohanyzéds kapcsan a szervezetbe jutd szabadgyokoknek
tulajdonitjak, mivel a fokozott adhézio C-vitamin szupplementaciéval kivédheté volt
[56]. A dohanyzas noveli a trombocitak aktivitasat, és felszini P-selectin expresszidjat
is, amelyben a vizsgalatok szerint egy a dohanyosokban megemelkedett novekedési
faktornak, a thrombopoietinnek is szerepe van [59]. Dohanyosokban szignifikdnsan
emelkedett leukocita-trombocita aggregatumok szintet talaltak [59-61], melynek
hatterében valdsziniileg a megnovekedett P-selectin és CD11b szintek allnak [56,59]. A
dohdnyzas mértékétdl fiiggden megemelkedik a trombocitdk CD40 ligand és a

monocitak CD40 expresszioja is [61].

1.1.6 Eletméd, diéta

Az életmod és a taplalkozas érelmeszesedéssel valod kapcsolatanak oriasi irodalma
van. Az érelmeszesedés megeldzéséhez, illetve progresszidjanak lassitdsdhoz éppen
ezért hozzatartozik a fizikai aktivitas €s a helyes diéta megvalasztasa [62]. Ennek
legfontosabb elemei a telitetlen illetve tobbszorosen telitetlen zsirsavak fogyasztasa a
telitett és transz-zsirsavak helyett, az omega-3 zsirsavak fokozott bevitele, a rostokban,
vitaminokban, vagyis a zoldségekben, gyiimdlcsokben és teljes kidrlésii gabonaban
gazdag ¢lelmiszerek elényben részesitése. Ezek jotékony hatdsai magukban foglaljak a

szérum triglicerid, az LDL- ¢és 0Osszkoleszterinszintek csokkenését, a HDL
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koleszterinszint emelését, a trombogenitas csOkkenését, az endothel diszfunkciod
javulasat. Ezek koziil a tényezok koziil most azokat tekintjiik at részletesebben, amelyek
jelenlegi ismereteink szerint az érelmeszesedés szempontjabol kulcsfontossagl sejtek

miikddésére hatassal vannak, kiilonos tekintettel a keringod sejtekre.

Olivaolaj: In vitro vizsgalatok alapjan az olivaolaj gétolja a trombocita aktivaciot
és az aggregaciot, csOkkenti a sejtfelszini P-selectin expressziojat. Hatassal van a
¢s apoptozisara, emellett csokkenti a Gpllb/Illa integrin (fibrinogén receptor)

expressziojat [63,64].

Omega-3 zsirsavak. A tobbszordsen telitetlen zsirsavak tobbféle mechanizmuson
keresztiil befolyasoljak a gyulladas folyamatat. Ezek egyike a sejtmembranok
fluiditasanak valtoztatdsa, melynek hatasa kiterjed a jelatvitelre, a génexpressziora €s a
sejtfelszini molekulak megjelenésére is. A gyulladasban résztvevd sejtek membranja
kilonésen gazdag n-3 (omega-3 zsirsavak; eicopentaenoic acid: EPA és
docosahexaenoic acid: DHA) és n-6 (arachidonsav) zsirsavakban. A taplalékkal bevitt
tobbszorosen telitetlen zsirsavak a sejtek membranjaba éplilve kimutathatoan hatdssal
vannak azok mukodésére, a gyulladasban résztvevd sejtek sejtmembran-szerkezetének
valtozasa tobbek kozott megvaltoztatja a gyulladasos citokinek és a sejtfelszini adhézids
molekuldk megjelenését. A halolaj tipikusan gazdag tobbszordsen telitetlen omega-3
zsirsavakban. Ezek fogyasztasa aszpirin €s statinkezelés mellett is kimutathatoan gatolja
a trombocitdk ADP hatasara bekovetkezd aktivacigjat, csokkenti a trombocita felszini
P-selectin és Gpllb/Illa expresszidjat, mindemellett kimutathatoan javitja a karosodott
endothelfunkciot [64-67].

C-vitamin: A C-vitamin vizoldékony antioxidans, direkt modon csokkenti a
reaktiv oxigéngyokok altal okozott elvaltozasokat. Dohanyosokban a C-vitamin
szupplementaci6 visszaforditja a dohanyzas karos hatasainak egy részét, igy példaul
felfiiggeszti az endothelidlis NOS gatlasat és visszaallitja az adhézids receptorok, pl. a

CD11b expressziojat a normal tartomanyba [56].
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Zoldségek, gyiimolcsok: A zoldségek ¢és gylimolesok alacsony  zsir-€s
kalériatartalmuk, kedvezé natrium/kaliumaranyuk, illetve magas rost- és
antioxidanstartalmuk (féleg E- és C-vitamin) révén fontos szerepet toltenek be az
egészséges taplalkozasban, fogyasztasuk kimutathatéan csokkenti a kardiovaszkularis
kockazatot. Hatasaik egy része flavonoid-tartalmukhoz kotheté. A flavonoidok a
polifenolok csoportjaba tartozd molekuldk, csokkentik az érelmeszesedés
progresszidjat, amelynek részeként sejtszintii jotékony hatasaikat is kimutattak. Ennek
megfeleléen javitjak az endothelfunkcidt, az inzulinérzékenységet és csokkentik a
vérnyomast és a trombocita aggregaciot [68,69].

- Kakao: A kakadban talalhatd polifenoloknak antioxidans, gyulladasgatlo hatasa
van, NO metabolizmusra kifejtett hatasuk révén pedig javitjak az aramlasfiiggé NO
valaszt és a vazodilataciot, javitjdk az endothelfunkcidt és a korondria keringést,
csokkentik a vérnyomast és a LDL koleszterin szintjét ¢és javitjak az
inzulinérzékenységet. Néhany vizsgalat kimutatta, hogy a kakadnak trombocitagatld
hatasa is van, amely az ADP/kollagén-aktivalt primer hemosztazis illetve az aktivalt

Gpllb/Illa expresszidjanak gatlasan keresztiil valosul meg. Ezt a hatast in vitro

crer

crer

- S8z6l6 és vordsbor: A sz6lonek és a vorosbornak antiatherogén hatasokat
tulajdonitanak. Ilyen a sejtek redox allapotanak kedvezd alakuldsa és az LDL oxidacio
gatlasa, illetve az endothelfunkcio javulasa a NO termelés serkentése és a génexpresszio
kedvez6 moddositasa révén, melyre jo példa a Sirtuin-1 nevli fehérje szabalyozasa. A
Sirtuin-1 a sejt taléléséért felelds gének expresszidjat befolyasolja és csokkenti a p53
expresszidjat. A sz6lo és vorosbor kedvezd hatasai koz¢ tartozik tovabba a vérnyomas
csokkentése és a gyulladdsos folyamatok gatlasa. A vorosbor fogyasztasa gatolja a nagy
zsirtartalmu ételek €s a dohanyzas kovetkeztében akutan kialakuld endothelidlis
diszfunkciot. Az emlitett hatdsok nagy része nem csak a vorosbor, hanem a szdlo
fogyasztasa esetén is kimutathato volt. A vordsbor emellett kimutathatéan csokkenti a
monocitdk endothelhez torténd kitapadasat ¢és gatolja az endothelidlis adhézios
molekulak stimulaciora bekovetkez6 expresszio-novekedését [68,69,71].

In vitro vizsgalatok alapjan, a sz6l6bol szarmazd polifenolok csokkentették a

trombocitdk aktivitasat, gatoltak a ciklooxigendzt és a tromboxan A2 szintézisét és a
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hidrogén-peroxid keletkezését, illetve a foszfolipaz C és protein kinaz C aktivaciojat.
Csokkent a trombocitaaggregacid, amely fokozott NO produkcidéval és csokkent
szuperoxid-anion képzédéssel jart egyiitt. Allatkisérletes modellben vorosbor per os
alkalmazasat kovetéen (kutyakban és majmokban) mérhetden csokkent a trombocitak
mikodése, amely Osszefiiggott a NO szintézisével [71]. Human vizsgalatokban szintén
kimutathaté volt a szO6l0 jotékony hatasa, eszerint szOl6lé fogyasztidsa gatolja a
trombocitaaggregaciot €s a szuperoxid keletkezését, és emelkedett NO szintézissel jar.
Gatolja ugyanakkor a protein kinaz C-t és emeli a sejtben az antioxidans szintet. A
vizsgalatok szerint a vorosbor hatékonyabb, mint a fehérbor. Mas, antioxidansokban
gazdag gylimolcslevek esetében nem, illetve kevésbé voltak tapasztalhatdak az emlitett

jotékony hatasok [68,69,71].

Fizikai aktivitas: A rendszeres testmozgas javitja az immunrendszer miikodését,
csokkenti az érelmeszesedés kockazatat €s a szovodményeinek kialakulasat. Csokken az
LDL és VLDL, novekszik a HDL koleszterin szintje. Csokken a nyugalmi és a
terheléses pulzus, csokken a terhelés hatasara bekovetkezd vérnyomasemelkedés, de
novekszik a miokardium kontraktilitasa. A fizikai aktivitds emellett javitja a
gliikkdztorleranciat és az inzulinérzékenységet, ndveli a fibrinolitikus aktivitast és gatolja
a trombocita aggregaciot [1]. Erdekes modon, edzetlen egyénekben, az erételjes fizikai
aktivitas rovidtavon emeli a vérben keringd trombocitak aktivitasat, P-selectin
expressziojat, a Kkeringd mikropartikulumok ¢és leukocita-trombocita aggregatumok
mennyiségét [72]. Ezek a valtozasok kifejezettebbek voltak erds, szubmaximalis
terhelés esetén. Kisebb mértékii terhelés esetén kisebb mértékli aktivacio volt
megfigyelhetd. Az emlitett folyamatok ereddjeként, rendszeres testmozgast végzdkben

egyensulyban van a hemosztazis [73].

1.1.7 Leukocitik

Az érelmeszesedés folyamatdban nagy jelentdsége van a vérarambdl az érfalba
kilépd ¢és az intersticialis szovetekben felszaporodd leukocitdknak. A sérilt érfal
endotheljébdl, mas leukocitdkbol és az érfalhoz tapadd trombocitakbol felszabaduld

citokinek, kemokinek utasitdst adnak a fehérvérsejtek szamara az érfalhoz vald
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kapcsolodasra. Az érfalba vald kilépés egymds utdn kovetkezd és egymasra épiild
adheziv kolcsonhatasok folyamata, melyben szelektinek és integrinek vesznek részt.
Egy atmeneti, gyengébb kapcsolddast kovetden, melyet a szelektinek (P-, E- és L
selectin) medialnak, a fehérvérsejtek végiggurulnak az érfelszinen (rolling), majd ha a
kemotaktikus inger és az aktivacid elég erds, integrinek kozvetitésével egy stabilabb
(firm) adhézido kovetkezik (foként P, integrinek kozvetitésével, a folyamatban a
CD11a/CD18 (LFA-1) és a CD11/bCD18 (Mac-1) is szerepel). Az endothelen keresztiil
torténé migracioban szintén a B1, B2, B7 integrinek, valamint a PECAM-1 és sejtkozotti
adhézios molekulak (JAM-1, JAM-2, JAM-3, CD99) vesznek részt [1,15,74-76].

A leukocitdkon taldlhatd adhézids molekulak és endothelidlis partnereik jelenléte
éppen ezért kulcsfontossagh az  érelmeszesedés folyamataban.  Sejtfelszini
megjelenésiiket szamos tényezd befolyasolja. Az adhéziés molekuldk egy része
konstitutivan megtalalhaté a plazmamembranon, (pl. L-selectin) mig masok aktivacio
hatasara keriilnek a felszinre. A stabil adhéziot 1étrehozo integrinekre jellemzd, hogy
aktivaciot kovetden ligandkotésiik sokszorosara nd. A sejtfelszini  molekuldk
expresszidja €s aktivitasa kiilonbozo stimulusok hatdsdra megvaltozik. A koradbban
emlitett fizikai és kémiai eltérések (magas vérnyomads, megndvekedett nyirderdk,
vércukorszint, vérzsirszintek valtozasa, taplalkozasi szokasok), illetve bizonyos
gyulladdsos mediatorok (pl. IL-1, TNF-a) ndvelik az adhéziés molekuldk, pl. a VCAM,
ICAM-1, P-selectin, CD11b sejtfelszini megjelenését illetve aktivitasat is [1,15,17,74-
76].

A leukocita-trombocita aggregatumok kialakulasa szintén a leukocitdkon levd
adhézios molekuldak fokozott expresszidjahoz vezet. Emellett megvaltozik a sejtek
citokintermelése és a fagocitozisra vald hajlam [77]. A valtozasok hatasara megné a
fehérvérsejtek érfalhoz tapadasra vald hajlama ¢és fokozodik a gyulladasos

valaszkészség [36].
Az érfalba torténd kivandorlasban részt vevo sejtadhézidés molekulak, receptorok

¢s kemokinek barmelyikének gatlasa potencidlis terdpids célpontot jelent az

atherosclerosis progresszidjanak csokkentésére. A P-selectin, E-selectin, CD18 integrin,
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ICAM-1, VCAM-1 ¢és CD44 gatlasa bizonyitottan csokkenti az érelmeszesedés
folyamatat. A legmarkansabb hatast ezek koziil a P- és E-selectin egyidejii gatlasaval
lehetett elérni [78]. Hasonloan nagy jelent6ségii molekula a CD18 integrin, melynek
kiiktatasakor a 1éziok progresszidja 50%-kal csokkent a kontrollcsoporthoz képest [79].
Ezzel szemben, jelenlegi ismereteink szerint a tobbi, a folyamatban részt vevd
sejtadhézios molekula gatldsa nem volt ilyen mértékli hatissal az érelmeszesedés

progressziodjara [17].

1.1.8 Trombocitak

A trombocitdk a megakariocitakbol szarmazo  sejttoredékek, melyek
hagyomanyosan a hemosztazisban és trombusképzésben jatszanak alapvetd szerepet.
Aktivacid hatasara szerkezeti atalakuldson mennek keresztiil, diszkoid alakjuk hosszu
pszeudopodiumokkal tarkitott, csillagszerii format vesz fel és egy sor szolubilis és
membrankotott molekulat prezentdlnak. Az aktivaciot fizikai és kémiai mediatorok is
eléidézhetik, példaul a nagy nyiroerdk, turbulencia, a trombin, a kollagén, az ADP, az
adrenalin, a vazopresszin, a szerotonin, a PAF, és ezen kiviil még szamos szolubilis és
felszinhez kotott molekula. Az aktivalt vérlemezkék szerepet jatszanak az
érelmeszesedés trombotikus folyamataiban, a felsziniikon jelen levé, ill.
granulumaikban tarolt molekulak pedig hozzajarulnak a trombocitak mas gyulladasos
sejtekkel valdo kommunikacigjahoz az érelmeszesedés gyulladasos folyamataiban
[20,46].

Aktivalt trombocitak egészen a korai elvaltozasoktol kezdve megtalalhatoak az
érelmeszesedés kiilonbozo fazisaiban. Elsoként Fitzgerald és munkatarsai irtdk le az
aktivalt trombocitak jelenlétét instabil atherosclerotikus betegségben 1986-ban. Az
aktivaciot ebben a korai id0szakban a P-selectin trombocita felszini megjelenésével
hataroztak meg [20]. A vérlemezkék aktivaciojat azota az érelmeszesedés tobb
rizikofaktoraval Osszefiiggésben leirtak: igy pl. emelkedett koleszterinszint esetén [80],
magas vérnyomasos betegekben [81], diabéteszben [82], dohanyzokban [83]. Nagy
kiterjedésti trombotikus eseményeket megel6zéen (pl. MI vagy stroke) szintén a

megemelkedett aktivalt trombocitaszam jelzi az érelmeszesedés progressziojat.
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Trombotikus események sordn az aktivacid a trombocita adhézios receptoranak
ligandkotésével kezdddik, ezt erdsiti a szignaltranszdukcid: aktivalt trombocitakbol
trombin és tromboxan A2, trombocitakbol és az érrendszer sejtjeib6l ADP,
stresszindukalt epinephrin révén [20].

Az érelmeszesedésben a trombocitak aktivacidjanak folyamata még nem teljesen
ismert. A folyamat korai szakaszaiban az alabbi faktorok és események vezetnek
trombocita aktivaciohoz:

- reaktiv oxigéngyokok, melyek az érelmeszesedéses rizikofaktorok hatdsara
keletkeznek, pl. szuperoxid-, hidroxylgydk, peroxinitrit

- csokkent endothelialis antitrombotikus aktivitds: NO szintézis, prosztaciklin,
CD39, ekto-ADP-az (ADP-bont6 enzim)

- protrombotikus és proinflammatorikus mediatorok szintjének emelkedése: TF,
kering6 vagy endothelhez kotott kemokinek

- 1ézidk kialakulasat kovetden GPIb — P-selectin, vVWF kotés a trombocita korai

kotédése, az un. ,,tethering” soran az intakt, de mar diszfunkcionalis endothelen [20].

A trombocita aktivacid hatdssal van az érelmeszesedés progresszidjara. A TXA2
keletkezésének gatlasaval pl. jelentdsen csokkenthetd az érelmeszesedéses 1ézidk
kialakuldsa. Az aszpirinnak ezt a hatdsat néhany vizsgalat vitatja, ugyanakkor a
makrofagok és simaizomsejtek COX-2 gatlasan keresztiil jotékony hatasti lehet
érelmeszesedésben. Az aktivalt trombocitdk a fehérvérsejtekkel és az endothellel
kolcsonhatasba 1épve eldsegitik a leukocitak érpalyabol vald kilépését [36]. Az
alabbiakban a trombocitaknak az atherosclerosis és atherotromboézis szempontjabol
fontos interakcioit mutatjuk be, a vérlemezkékbdl szdrmazd szolubilis mediatorok,

adhézids molekulak és sejtkapcsolatok segitségével.

A trombocitdikbol szarmazo medidatorok jelentosége érelmeszesedésben

Aktivacid hatdsara a trombocitdkbol adheziv és proinflammatorikus mediatorok
szabadulnak fel, melyek foként a trombocitak a-granulumaban tarolédnak. Az igy a
keringésbe keriild molekuldk koziil sok szerepet jatszik az érelmeszesedés gyulladasos

folyamataiban.
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PF4: Elosegiti az oxLDL kotddését az endothelhez és a simaizomsejtekhez;
fokozza a monocitak és mas leukocitak kemotaxisat [84,85].

RANTES: A trombocitak felszinér6l az érlumen felszinére rakddva fokozza a
memoriasejtek és a monocitak kemotaxisat [86-89].

MIP-1a: CD8+ T lymphocitdk kemotaxisa
novekedési faktor, (emiatt Osszefiiggésbe hozzak az intimalis hiperplaziaval), emellett a
monocitak kemotaxisat és aktivaciojat idézi eld. (Mivel az endothelen nincs PDGF
receptor, és makrofagok és habos sejtek is képesek PDGF-et szintetizalni, tovabbi
vizsgalatok sziikségesek annak igazoldsdra, hogy az érelmeszesedésben a trombocita
eredetli PDGF valoban szerepet jatszik.)

IL-1pB: Fokozza az endothelsejt adhezivitasat [90].

Trombocita adhézios molekulak a véralvaddasban:

A legtobb trombocita atlagosan 10 napos élettartama alatt tobbnyire nem kertil
er6s adheziv kapcsolatba az endothellel. Amennyiben az endothel sériill és a
szubendothelidlis szovetek szabaddd valnak, a vérlemezkék nagyon gyorsan
aktivalodnak és hozzakotddnek a sériilt érfelszinhez. Ebben a folyamatban az elsé 1€pés
a ,.tethering”, melyben meghataroz6 a Gplb/IX/V VWF-hoz kotédése, amely lehetévé
teszi a kollagénhez torténd erdsebb kotddést a GpVI segitségével. Ezt koveti a
trombocitak Osszekapcsolodasa fibrinogén-hidakon keresztiil az aktivalt Gpllb/llla
kozvetitésével. Az aktivalt trombocitdkbdl szédmos szolubilis medidtor keriil a
keringésbe, amely tovabbi trombocita-aktivaciohoz ¢€és még tobb trombocita

crcr

esetekben azonban a besziikiilt, atherosclerotikus érszakasz elzaroddsahoz vezethet
[91,92].
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1.1.8 abra: Trombocita aktivacio és kotddés a sériilt endothelhez. Forras: Varga-
Szabo et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008 [92]

Trombocita adhézios molekulik az érelmeszesedésben:

A trombocitak nem csak a karosodott endothelhez képesek kotddni. Predilekcids
helyeken, pl. artéridk elagazasanal a vérlemezkék eldszeretettel 1épnek kapcsolatba az
intakt érfelszinnel. A kapcsolodas elsé 1épése a szelektinek (P- és E-selectin illetve a
PSGL-1 vagy a Gplba) altal medidlt, nagyon szigortian szabalyozott, de rovid ideig
tarto és rendkiviil laza kapcsolat: az un. tethering (horgonyzas). Ennek kovetkeztében a
trombocita aktivalodik ¢€s lelassul, majd kisebb sebességgel, de még mindig nagy
nyiroer6k mellett végiggordiil az aktivalt endothelen (rolling). A gordiilés soran a
vérlemezke még mindig nagyon laza kapcsolatban van az endothellel, amit szintén a
szelektinek kozvetitenek. A rolling mechanizmusa nagyban fiigg az endothel
aktivaltsagatol, amelyet fokozhatnak a jelen levé a gyulladdsos mediatorok és
folyamatok, mint példaul infekciok, mechanikai stressz vagy ischaemia illetve
reperfuzio [91,92].

A gordiilés utan kovetkezik az erdsebb (firm) adhézid, amit mar integrinek
medidlnak. A trombocitak sériilt érfalhoz kapcsolodasa sokat vizsgalt és viszonylag jol
ismert folyamat, keveset tudunk ezzel szemben a vérlemezkék intakt endothelhez vald
kotodésérol. A folyamatban mind a Gpllb/llla, mind a Gplba szerepet jatszik. Ezt
igazolja, hogy a GpllIb/Illa gatlasaval in vivo megakadalyozhato a trombocitak érfalhoz

tapadasa. Ezeket a gatlo antitest-darabokat illetve peptideket széles korben alkalmazzak
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mar a klinikai gyakorlatban is a trombocitak sériilt érfalhoz tapadasanak gatlasara
(ReoPro®, Integrilin®, tirofiban, stb). In vitro vizsgalatok eredményei szerint a
Gpllb/Illa specifikus gatldsa a trombocita endothelhez torténd atmeneti kotodését
részben, mig stabil kotddését szinte teljesen megakadalyozza, mig a GPIba gatlasa az

atmeneti adhéziot mintegy 85%-kal, a ,,firm” adhéziot 99%-kal csokkenti [91-93].

In vitro és in vivo vizsgalatok is igazoljak, hogy a vérlemezkék érfalhoz kotodése
nagy nyirderdk jelenlétekor és ép endothel mellett is végbemegy. A vérlemezkék a
gordiilés soran és az érfelszinhez vald kotdédéskor aktivalddnak. A kapcsolat hatasara
viszont az endothel is aktivalodik és megnovekszik a sejtfelszini adhézids receptorok
(ICAM-1, VCAM-1, E-selectin, P-selectin) és a felszabadulo, gyulladasos valaszt
kivaltd szolubilis mediatorok (pl. MCP-1, IL-8, IL-1B, CD40L) mennyisége, elGsegitve

crer

trombocitakbol felszabaduld mediatorok még tovabb fokoznak [36,93].

Trombocita mikropartikulumok

A mikropartikulumok (ektoszomak) a vérben keringd, 100-1000 nm atmérdji
foszfolipid réteggel hatarolt vezikulumok, melyek a sejtekbdl exocitozissal valnak le, és
az anyasejtre jellemzO antigénprofilt mutatnak. Koros allapotokban, pl. autoimmun
betegségekben, érelmeszesedésben, fertézéses vagy malignus megbetegedésekben
szamuk jelentdsen megnovekszik. Mikropartikulumok keletkezhetnek a sejtek
aktivaciojakor, pl. gyulladasos, trombotikus hatidsokra, nagy nyirderdk kovetkeztében,
akarcsak a sejt ¢letciklusdnak kiilonb6z0 fazisaiban; differencialodéaskor, a sejt
Oregedésekor vagy az apoptézis beindulasakor. A  keringésben talalhato
mikropartikulumok 70-90%-a trombocitakbol szarmazik. Ezeknek a felszinén sokkal
nagyobb szamban, koncentraltan vannak jelen a trombocita felszini adhézios molekulak
¢s gyulladasos mediatorok, amelyek segitségével ezek az apré vezikulumok az aktivalt
trombocitdkhoz hasonld szerepet tdlthetnek be a gyulladdsos reakcidkban és az
érelmeszesedés folyamataiban, illetve akarcsak a vérlemezkék, a keringd leukocitakhoz

kotédve hatassal lehetnek azok mitkodésére [94-96].
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1.1.9 A CD40 ligand
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1.1.9.1 abra: CD40-CD40L kapcsolodas hatasa a vérlemezkére. Forras: Freedman
J.E. Circ.Res. 2003. [104] A CD40 ligand kapcsolodasa részleges aktivacidhoz, a- és
denz granulumok felszabadulasahoz vezet. (sCD40L: szolubilis CD40 ligand, sCD40LT
trimer formaja sCD40L, PAR1: protedz-aktivalt receptor, SHT: szerotonin)

CD40 ligand (CD40L, TRAP, gp39, CD154) egy 33 kD-os transzmembran
protein, mely a tumor nekrozis faktor csaladdba tartozik. E16szor aktivalt T-sejteken irtak
le 1992-ben [97, 98, 99]. Receptora a CD40, egy 48 kD-os transzmembran protein, a
TNF receptor csaladba tartozik. A CD40 és ligandja, a CD40L, az érelmeszesedéses
plakk szinte minden jellemzd sejtjén megtalalhato, ahol az érelmeszesedés iranyaba
mutato, trombotikus és gyulladasos hatasokat kozvetit: monocitakon és makrofagokon
fokozza az adhézidés molekulak, kemokinek és TF megjelenését [100-102]. Az
endothelen jelen levé CD40 ligandkotés hatasara fokozodik az adhézids molekulak (E-
selectin, VCAM-1, ICAM-1) expresszioja, a kemokinek (IL-8 és MCP-1), citokinek, pl.
IL-6, TF megjelenése, és a reaktiv oxigéngyokok képzése [103-106]. A CD40 ligand
fokozza az MMP-k aktivitasat is. Egerekben a CD40 ligand génjének kiiktatasaval,

illetve nem génkilitott egerek CD40 ligand-ellenes kezelésével az érelmeszesedéses
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plakkok mérete csokken, a plakkok kotdszovetes allomanya megnd, a betegség
lefolyasa enyhiil, melynek jelentds klinikai, terapias vonzata lehet [107].

A CD40-CD40L kapcsolat fontos szerepet jatszik a gyulladasos és
érelmeszesedéses folyamatokban. Itt csak azokra a funkciokra tériink ki, amelyek az
érelmeszesedés, illetve a trombocitdk €s leukocitdk aktivacidja szempontjabdl fontos

lehet.

Becslések alapjan a keringésben jelen levé CD40 ligand 95%-ban trombocitdkbol
szarmazik. A CD40 ligand a trombocitak citoplazmajaban tarolodik, aktivacid hatasara
nagyon gyorsan megjelenik a trombocita felszinén [108]. A felszini CD40 ligand
(trimer) egy bizonyos 1d6 utan (percek-orak) hasitasra keriil és igy szolubilis formaban
(sCD40L) monomerként keriil a keringésbe. A két forma kozti funkciondlis
kiilonbségek még nem teljesen tisztdzottak, de leirtdk, hogy a membrankotott, trimer
CD40 ligand endothelen gyulladasos valaszt valt ki, ami viszont a szolubilis formanal
nem volt igazolhato. A CD40/CD40 ligand interakcié gatlasa egyes eredmények alapjan

dramaian csokkenti az atherosclerosis progressziojat [102].

Humén mintabdl végzett mérések alapjan a CD40 ligand a keringésben kb. 50
ng/ml-es koncentracioban van jelen, de trombotikus vagy gyulladasos elvaltozasok
jelenlétekor lokalisan nagyobb koncentraciok is létrejohetnek. In vitro vizsgalatok
alapjan [109] a CD40 ligand mar 100 ng /ml-es koncentracioban aktivalja a
trombocitakat. A szolubilis CD40 ligandot emelkedettnek talaltak kardiovaszkularis
betegségben [110-112] és Osszefliggést talaltak a CD40 ligand plazmaszintje és a

késobbi kardiovaszkularis kockazat kozott latszolag egészséges ndkben [110].

Inwald és munkatarsai eredményei alapjan a CD40 ligand az alabbi valtozasokat
hozza 1étre a vérlemezkében: a CD40 ligandkotése aktivalja a trombocitakat, ennek
hatdsara megnovekszik a CD62P expresszidja, de kisebb mértékben, mint a trombin
receptoron keresztiil torténd aktivacio esetén; a Pac-1 csak minimalisan emelkedik meg
a trombinaktivaciohoz képest, és a denz granulum felszabaduladsa is csak 6tdde a
trombinaktivaciokor tapasztaltnak [109,113]. Egyes eredmények szerint a CD40L
kapcsolodik a Gpllb/Illa-hoz és befolyasolja az artérias trombus stabilitasat [114]. A
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sCD40L jelenlétekor fokozodik a neutrofil leukocita-vérlemezke aggregatum
képzddése, ha a Gpllb/Illa legalabb kis mértékben aktivalva van. Ez egy részleges és
szelektiv aktivaciora (valaszra) utal, aminek a mechanizmusa még nem ismert, sem az,
hogy a trombotikus vagy gyulladdsos folyamatokban jatszik-e szerepet. PhD munkam
soran igazoltam, hogy a CD40 ligand részt vesz a leukocita-trombocita kapcsolatokban,
melynek egyik résztvevdje éppen a Gpllb/Illa integrin, ami magyarazatot adhat a fenti

eredményekre.

1.2 Monocita - trombocita komplexek és jelentoségiik az
érelmeszesedésben

A fehérvérsejtek és a vérlemezkék a keringésben aktivaltsagi szintjiiktdl fliggéen
aggregatumokat alkotnak. A multban a legtobb kutatds a neutrofilek és trombocitak
kolcsonhatdsaira iranyult, ma mar azonban tudjuk, hogy az érelmeszesedés
progresszioja szempontjabol a monocitakkal valo kapcsolat nagyobb jelentdségii [115].

Az elsd, a periférias vérben talalt trombocita-leukocita aggregatumokat 1963-ban,
a British Medical Journal-ban irtak le egy 14 éves fiu vérét vizsgalva [116,117]. Ekkor a
vérlemezkék neutrofilekhez vald kotodését ritka leletként jellemezték, és in vitro

jelenségnek tartottak.

1.2.1 abra: Neutrofil-trombocita heteroaggregatum. Forrds: E.J Field, Ian
MacLeod: Platelet Adherence to Polymorphs, British Medical Journal, 1963 [116]
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Azbdta szamos korképben leirtadk, hogy megemelkedik a keringdé leukocita-
trombocita komplexek szama [23,24,50,118-121]. Keletkezésiik okai, koriillményei és

kovetkezményei azonban tovabbra is a vizsgélatok kézéppontjaban allnak.

A leukocita-trombocita komplexek két 1épésben alakulnak ki. Az elsd,
meghataroz6 1épés a P-selectin és ligandja kozotti kapcsolat [1,74,75]. A P-selectin
aktivalt trombocitak ¢és stimuldlt endothelsejtek felszinén expresszalodd adhézios
molekula, mely a leukocitak e sejtekhez vald kotédését medialja. A hozza kapcsolodod
molekula a leukocitdkon a P-selectin glikoprotein ligand (PSGL-1, CD162), mely
szénhidratvaza, szialinsav- és proteintartalmiu molekula. Ez a kotdédés esszencidlis a
leukocita-trombocita komplex kialakulasa szempontjabol, hiszen mind P-selectin, mind
PSGL-1 ellenes antitesttel sikeriilt megakadalyozni a komplexek kialakulasat [115,122].

Masodik 1épésként a komplex a leukocitakon aktivacio hatasara mitkodésbe 1épod
Mac-1 (CD11b/CD18) integrin kozremikodésével stabilizalodik, mely a leukocitak
endothelhez vald rogziilését is medialja. A CDI8 integrin komplexképzédésben
betoltott szerepét anti-CD18 gatlo antitestek hasznalataval igazoltak [123]. Aktivalatlan
monocitdkon azonban nem sikeriilt a CD18- ellenes antitesttel az aggregatum szint
csOkkenést el6idézni, ami arra utal, hogy ez a mechanizmus csak a monocita aktivaciot
kovetden 1ép életbe. Erdteljes nyirderdk fellépésekor a CD18 affinitasa csokken, amely

a tulzott mértékii aggregatumképzddést megakadalyozza [115].

A vérben keringd leukocitak és trombocitdk reverzibilis aggregatumokat alkotnak.
Egyelére vitatott, hogy a komplexek mennyi ideig tartozkodnak a keringésben. In vitro
vizsgalatok szerint a komplexek életideje 15-20 perc koriil mozog, mely a Mac-1
gatlasakor 1-2 percre csokken [123]. In vivo adatok alapjan azonban a monocita-
trombocita komplexek nagyon hamar eltlinnek a keringésbdl, és az érfalhoz tapadnak.
Huo és munkatarsai igazoltak is az endothelhez kitapadé monocitak felszinén a

trombocitak jelenlétét [86].
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1.2.2 abra: Az érfalhoz kitapaddé monocitakon jelen vannak a trombocitak. Forras:
Huo et al. Nature Med. 2003 [86]

Az aggregdtumok szama a szervezet nyugalmi allapotdban csekély, szintjiik
azonban a trombocitak és leukocitak aktivaciojat kovetden azonnal megemelkedik. A
keringd monocita-trombocita aggregatumok mennyisége a vizsgéalatok szerint
érzékenyebben jelzi a trombocita aktivaciot, mint a kordbban az aktivitas jellemzésére
hasznalt trombocita felszini P-selectin [118]. A trombocitak aktivalasat kovetéen akar
harom sejttipust, azaz trombocitdkat, monocitdkat ¢és neutrofileket tartalmazo
komplexek is megfigyelhetdk, melyekben a trombocitdk hidat képeznek a két
fehérvérsejt kozott. Leggyakrabban azonban a monocita-trombocita komplexek

emelkedése figyelheté meg.

A leukocitdk és trombocitdk kozti kapcsolodast szdmos tényezd eldsegitheti:
ilyenek pl. a gyulladdsos és protrombotikus allapotokban felszabaduldé mediatorok
[118], a fert6zések [121], hiperszenzitiv reakciok [119], emelkedett vércukorszint [120,
50] és vérzsirszintek [124] és a nagy nyirder6k [23,24]. Akut kardiovaszkularis
[10,11,125-127] és cerebrovaszkularis [128-130] torténések soran szintén jelentGsen
megemelkedik a keringé leukocita-trombocita komplexek mennyisége, kiilondsen a

monocita-trombocita heteroaggregatumoké. A monocita-trombocita aggregatumok
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szintjének mérése éppen ezért az érelmeszesedés, illetve a szovédményes allapotok,
példaul instabil angina és AMI nyomon kovetésére alkalmas paraméternek bizonyult,
s6t, a kolcsonhatdsok gatlasa néhany esetben a trombotikus események, illetve a

reocclusio el6fordulasanak csokkenését vonta maga utan [131,132].

A monocita-trombocita kapcsolatoknak tobb szempontboél is jelentdsége van az
érelmeszesedés progresszidjaban. A kapcsoldodas eredményeként a komplex alkotoi
tovabb aktivalédnak, fokozodik a gyulladasos ¢és protrombotikus citokinek
felszabadulasa és a sejtfelszini adhézids molekuldk expresszidja. Ebbol adodik, hogy a
vérlemezkét kotd leukocitdk hajlamosabbak lesznek az endothelhez torténd kitapadasra.

Huo ¢és munkacsoportja szerint monocitdkhoz kapcsolodd trombocitdk
mediatoraik és a kozvetlen kapcsolat révén is eldsegitik a monocitdk kitapadasat és
vérlemezkékkel boritott felszinekhez, igy példaul érsebészeti beavatkozasokat kovetoen
az endothelt6l megfosztott, trombocitakkal fedett érfelszinen tapadnak ki nagy szamban.
Az érfalhoz kotott, aktivalt vérlemezkék adhézios molekulaik révén (P-selectin, Gplba,
JAM-3, ICAM-3, stb.) idedlis kornyezetet biztositanak a leukocitdk kitapadasahoz.
Ebben a P-selectin-PSGL-1 kotés és valoszinlileg a Gpllb/Illa-hoz kotott fibrinogén
illetve a Gplba-hoz kotott kininogén, mint hidmolekuldk is szerepet jatszanak.
Kisérletes adatok szerint azonban a monocitak erdteljesebben kotédnek a vérben
keringé, szabad trombocitakhoz, mint a felszinhez kotottekhez [86,115,133]. Blokkolasi
kisérletek alapjan valdszinisitik, hogy a keringdé monocita-trombocita komplexek

kialakulasaban is jelent6sége van a Gplba-nak, illetve a Gpllb/Illa-nak.

A leukocita-trombocita kapcsolodas nagyon érzékenyen jelzi a szervezetben zajlo
valtozasokat, a leukocitakbol és trombocitakbodl felszabaduld citokinek révén pedig
sulyosbitja a gyulladasos folyamatot és a tromboziskészséget. Eppen ezért, a

kolcsonhatasok megismerése és az aggregatumok meghatarozasa 0j lehetdségeket jelent

crer
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1.3 P-selectin

A szelektinek (CD62), mint az E-, L- és P-selectin, kalciumfiiggé adhézios
molekuldk, melyek a leukocitdk, trombocitdk, tumorsejtek ¢és endothelsejtek kozti
adheziv interakciokban vesznek részt. A szelektinek a vérben keringd aggregdtumok
kialakulasahoz is sziikségesek: a leukocitak és trombocitak kapcsolodasakor a P-selectin

PSGL-1-hez kotédése az elsd, meghatarozé 1€pés.

A P-selectin (CD62P, GMP-140) az aktivalt trombocitan és endothelen jelen levé
adhézioés molekula. Mindkét sejttipusban ismert szolubilis és membrankotott forméja is,
ez utdbbi egyetlen, 789 aminosavbol allo polipeptidlancbol all. A szolubilis forma az
mRNS alternativ splicing-jének eredményeként jon Iétre, mintegy 40 aminosavval
rovidebb, mint a transzmembran valtozat és ugyanugy képes a leukocitadkhoz k&tddni,

igy a sejthez kotott formaval szemben, valosziniileg anti-adheziv illetve szabdlyozo

feladatokat lat el [74].

A P-selectin nyugalmi allapotban nincs jelen a sejtfelszinen; a trombocita a-
granulumaban ill. az endothel Weibel-Palace testecskéiben tarolodik. Trombotikus
illetve gyulladasos mediatorok hatdsara a trombocita illetve az endothel aktivalodik, és a
sejtben tarolt P-selectin exocitozissal rendkiviil gyorsan a sejt felszinére keriil [91].

Az aktivalt trombocitan illetve endothelen megjelend P-selectin a leukocitak P-
selectin glikoprotein ligandjahoz (PSGL-1) kotédik, mely a legtobb leukocitan (Thl

sejteken, neutrofil, eozinofil és bazofil granulocitakon) megtalalhato [74,91].

Az endothel P-selectinjén a vérlemezkék is képesek végiggordiilni (rolling), ez
arra utal, hogy a trombocitan is talalhatdo megfeleld partner a P-selectin szdmara; in vitro
vizsgalatok alapjan a trombocita felszinén jelen levé PSGL-1, a glikoprotein Iba illetve
egy 28 kDa molekulatomegti glikoprotein is képes a P-selectinhez kotédni. Az aktivalt
trombocitdkon megjelend P-selectin ezaltal stabilizalja a trombocita aggregatumot és

fontos meghatarozoja a trombus nagysagéanak.
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P-selectin szerepe a gyulladds folyamataban

A leukocitak érfalhoz tapadasaban a szelektinek, igy a P-selectin jelenléte is
alapveté fontossagi. Ezek a molekuldk feleldsek a leukocitdk elsddleges
kapcsolodasaért az érfalhoz (tethering), az érfalon vald végiggordiilésért (rolling) és a
kezdeti gyenge adhézidért, ezzel lehetové teszik a stabilabb kotddést az integrineken
keresztiil. Ezért mind P-selectin-, mind pedig PSGL-1-knockout egerekben sériil a
rolling és az extravazacio folyamata [74-76,134]. Emellett neutrofileken kimutattak,
hogy a P-selectin és a PSGL-1 kapcsolodasa intracellularisan az aMp2 integrin (Mac-1)

intermedier aktivacios allapotat idézi eld, mely az extracelluldris hatasokkal egyiitt

crer

P-selectin szerepe a trombozisban

A P-selectin trombusképzddésben betoltott szerepe egyelére kevésbé ismert.
Egyre tobb kutatds szamol be azonban a trombocitak és leukocitdk kapcsolddasanak
jelentdségérol, ezen keresztiil pedig a molekula hemosztazisban betoltott szerepérdl. Ezt
igazolja, hogy az aktivalt trombocitakon levé P-selectin elsegiti a vérben keringd
leukocitak, tobbek kozott a monocitak trombushoz kapcsolddasat és aktivalodasat. A
folyamatban a monocitak TF expresszidja megnovekszik és egyre tobb a PSGL-1
tartalmu mikropartikulum fizédik le, és szignifikansan tobb fibrin rakodik le a novekvo
trombusban [74]. Allatkisérletes modellekben a P-selectin gatldsakor csokkent
trombusképzddés, megnovekedett vérzési 1d6 és véralvadasi zavarok voltak

megfigyelhetoek. [135].

1.4 A Mac-1 integrin

Az integrinek egy a és egy P alegységbdl allo, heterodimer glikoproteinek. A
monocita Mac-1 integrin (omp2 integrin, complement receptor 3 (CR3), CD11b/CD18,
Mol) a B, integrincsalad tagja, akarcsak az LFA-1 (lymphocyte function antigen-1,
CD11a/CD18) és a protein 150,95 (p150,95, CD11c/CD18). Az ide tartozé molekulak
szerkezetében kozos a B elegység (CD18), amely nem kovalens kotéssel kapcsolodik
egy egyedi, de egymassal nagy hasonldsagot mutat6 alfa alegységhez (CD11a, b vagy

). [136] Ezt a harom molekulat a neutrofilek adheziv funkcidiért felelds membran
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crer

kemotaxisaban, fag001t021saban, az endothelhez ¢és idegen felszinekhez vald
adhézidjaban [137].

integrin
/\ heterodimer
ligand-binding site
binds extracellular matrix extracellular
space

cytosolic domain intracellular

binds cytoskeleton \/ space

1.4.1 abra: Az integrinek szerkezete. Forras: Eslami A: The role of integrins in
wound healing. The Science Creative Quarterly 2011;6. A heterodimer szerkezetii
integrin extracelluléris része az extracelluldris ligandot koti, mig intracellularis doménje
a citoszkeleton elemeihez kotodik.

A Mac-1 (CD11b/CD18) az emlds polimorfonuklearis leukocitakon (PMN), a
legtobb mononuklearis fagocitan és a természetes 616sejtek (NK sejtek) felszinén fordul
el6, kulcsfontossagu szerepet jatszik a leukocitaknak az endothelhez és a sériilt,
trombocitakkal fedett felszinekhez t6rténd kitapadasban [43,138].

Az integrinek egy intracellularis vezikulumban tarolodnak, majd aktivacio
hatdsara keriilnek a sejtfelszinre. Alapallapotban aktivalatlan formaban vannak jelen.
Egy tirozin-kinaz dependens aktivacio hatasara keriilnek aktiv konformacioju allapotba
[139,140]. Igy valik szabadda a kotéfeliilet (I domén), amely az ay alegységen beliil
helyezkedik el.
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Increased affinity for ligands

Activation

Propagation of
intracellviar signals?

1.4.2 abra: Az integrinek aktivacidja. Forras: Yuliya Pylayevaland Filippo G.
Giancotti: Development requires activation but not phosphorylation of B1 integrins.
Aktivacid hatasdra az integrin térszerkezete megvaltozik, ligandkotési affinitasa
sokszorosara no.

A Mac-1 integrin esetén a mind a szolubilis, mind a sejtfelszini ligandok
megkotése az I doménhez kothetd, melyet a fibrinogén, ICAM-1, iC3b és a neutrofil-
neutrofil adhézioért felelés molekula kapcsolodasanak vizsgalatakor irtak le [141,142].
Az 1 domén egy 200 aminosavbdl all6 szekvencia a Mac-1 a alegységén, amelynek
miikodéséhez a molekula NH,-terminalis vége és két vegyértékii kationokat koto régioja
is hozzajarul [143]. Ezen keresztiil a Mac-1 szdmos, az érelmeszesedés progresszidja
szempontjabol fontos folyamatban jatszik szerepet, igy példaul a monocita endothelhez
¢és trombocitakkal fedett felszinekhez vald kitapadasaban, és a keringd sejtek kozotti
kapcsolddasban, igy a monocita-trombocita komplexek kialakulasaban is. Az integrin
miikddéséhez sziikséges két vegyértékil kationok jelenléte. Erre utal, hogy pl. EDTA
jelenlétében a monocita-trombocita aggregatumok mennyiségének jelentds, a bazalis

szinthez kozeli értékre valo csokkenése volt észlelhetd.
A Mac-1 legismertebb ligandjai az iC3b, a fibrinogén, az intercellularis adhézids

molekula-1 (ICAM), a vitronektin, az aktivalt X faktor, a heparin, a trombocita Gplba, a
JAM-3 és a lipoprotein (a).
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Ligand Funkcio
iC3b opszonizalt részecskék megkotése,
fagocitozisa
fibrinogén adhézid
ICAM-1 endothel adhézid
vitronektin adhézio
Xa faktor véralvadas
heparin véralvadas
Gplba leukocita-trombocita aggregacio
JAM-3 endothel adhézid
lipoprotein (a) endocitozis

1.4.1 tablazat: A Macl ligandjai és a ligandkotéssel kapcsolatban leirt szerepei

Ezek mellett az utobbi idében tobb ligand is azonositasra keriilt, melyeknek
jelentésége még nem teljesen tisztazott. PhD munkam részeként, freiburgi
tanulméanyutam soran a CD40 ligandot a Mac-1 0j ligandjaként sikertilt azonositanom.
Kutatécsoportunk tovabbi munkdja sordan a CD40 ligand-Mac-1 kapcsolddas

jelatvitelben betoltott szerepére is fény dertilt.

Stimulacié kovetkeztében a leukocitak Mac-1 receptor szintje megemelkedik,
konformacidja megvaltozik, ami az adhézidt és az aggregatumok stabilizacigjat
elsegiti. Erdekes modon, tobb vizsgalatban is kimutattik, hogy a sejtfelszini Mac-1
expresszid mértéke nem meghatiroz6 az endothelialis adhézioban. A folyamatban
jelentdsége van az integrin aktivacidjat jelz6 modszereknek. PhD munkdm egy részét
képezte egy a freiburgi laborban Kkifejlesztett, Mac-1 aktivaciospecifikus antitest
tesztelése, illetve a monocita Mac-1 aktivitasanak vizsgalata az 0j antitest segitségével.

A Mac-1 integrin expressziojat szamos tényezd befolyasolja. Emelkedett Mac-1
szinteket talaltak példaul koronariabetegekben, koronaria stentelést kovetd
restenosisban [126], diabéteszben [120], emelkedett koleszterinszintek esetén [144], de
a fizikai aktivitds, dohdnyzds ¢€s szamos mas faktor is befolyasolja az integrin

megjelenését. Aktivaciojaval kapcsolatban azonban kevesebb adat all rendelkezésre.
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1.5 Klinikum, terapia

Kardiovaszkularis intervenciok és akut kardiovaszkularis vagy cerebrovaszkularis
események kovetkeztében megnd a keringd sejtes elemek aktivitasa. Elérehaladott
érelmeszesedésben azonban kozvetlen kivaltd ok nélkiil is emelkedett trombocita-
aktivacid6 mérhetd. Ez az aktivacid egyrészt jelzi a szervezetben zajlo valtozasokat,
masrészt hajlamosit a tovabbi komplikaciok kialakuldsara. Az érelmeszesedés
progresszidjanak lassitasara és az akut torténések kezelésére hasznalt gyogyszeres
terapianak oOriasi irodalma van. A gyogyszerek egy része kifejezetten a keringd sejtes
elemek, kiilonésen a trombocitak gatlasat célozza [1,2]. Mas esetekben mintegy
mellékhatasként jelentkezik a kering6 sejtes elemekre kifejtett hatas, ilyen pl. a statinok
hatasa a monocitak CD11b expresszidjara [42].

Mivel a keringé monocita-trombocita aggregatumok nagyon érzékenyen jelzik a
trombocitak aktivitdsat, ezért a trombocitdk mitkddésére hatd gyogyszerek sok esetben a
monocita-trombocita aggregatumok szamanak csokkenését idézik el6, bar ennek pontos
mechanizmusa a legtobb esetben nem ismert. Ennek megfeleléen, klinikai
vizsgalatokban, Gpllb/Illa gatldo kezelés alkalmazasakor mellékleletként a monocita-
trombocita aggregatumok csokkent mennyisége volt megfigyelhetd, ennek okat és
jelentéségét azonban nem sikeriilt tisztazni. PhD munkam soran igazoltam, hogy a
Gpllb/Illa részt vesz a monocita-trombocita kapcsolatok stabilizalodasaban, ami
magyardzatot ad a klintkumban tapasztalt jelenségre.

Mas esetekben, az érelmeszesedés progresszidjat gyorsitd betegség kezelésekor
figyelték meg a trombocitdk aktivitdsanak csokkenését, példaul diabéteszes betegek
inzulinkezelésekor. PhD munkam soran ezért a diabéteszes betegcsoporton végzett

mérésekbe csak inzulinkezelésben nem részesiild betegeket vizsgaltam.
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2. Célkitiizések

2.1 Monocita Mac-1 aktivitisanak jellemzése aktivicio specifikus
antitesttel

Bizonyos receptorok és adhézioés molekuldk két konformacios allapotban 1éteznek:
az aktivalatlan forma nem vagy kevéssé képes a ligandkotésre. A kiilonbozo
térszerkezetek kiilonb6z6 funkcioval is birhatnak. A receptorok kiilonb6zo
konformacidihoz szelektiven kotddd antitestek segitségével 1) szemszogbdl
tanulméanyozhatjuk a receptor-ligand interakciokat, illetve egészen 0j lehetOségeket
teremtenek a diagnosztika ¢€s a terdpia vonatkozasaban.

Az integrinek csaladjaba tartozo adhézios molekulakban a sejt aktivalodasa soran
konformaciovaltozas kovetkezik be, ennek hatdsara a sejtfelszini molekula ligandkotési
képessége sokszorosara nd. A Mac-1 adhéziés integrin esetében emellett azt is
kimutattdk, hogy a leukocitdk Mac-1-en keresztiil torténd kitapaddsaban az expresszid
emelkedésével szemben nagyobb jelent6sége van az integrin aktivacidjanak. A klinikai
gyakorlatban nagy jelent0sége van a kiilonb6z6é receptorok és adhézidés molekulak
blokkolasanak, melynek soran az aktivaciospecifikus antitestek lehetévé teszik az
aktivalt sejtek illetve molekuldk specifikus gatladsat, anélkiil hogy a nyugvo sejtek

funkcidjat gatolnak.

Freiburgi munkacsoportunk a 3. fejezetben rdoviden ismertetett Phage-display
modszerével kifejlesztett egy aktivacidspecifikus antitestet, amely kizarolag a Mac-1
sejtfelszini expressziotol, hanem az integrin aktivaciojatol fiigg [41], a Mac-1 aktivitasat
jelz6 antigén az integrin felszinén jobb indikatora lehet a monocitak adhézids
készségének megitélésére, mint a CDI11b sejtfelszini expresszioja. Freiburgi
kutatomunkam részét képezte ennek az 1ij antitestnek a tisztitasa, tesztelése, valamint

ennek segitségével a monocita Mac-1 receptor miikodésének tanulmanyozasa.
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2.2. A CD40 ligand és a Mac-1 kapcsolatanak vizsgalata

Az atherosclerotikus plakk sejtes elemei, mint az endothel, a makrofagok és
simaizomsejtek, mind a CD40-t mind a CD40 ligandot prezentaljak. Ezeken a sejteken a
CD40 ligand gyulladdsos valaszt valt ki, megemelkedik a sejtfelszini adhézids
molekulak szama, a prokoagulans és gyulladasos mediatorok, kotészovetes matrixot
bontd enzimek mennyisége. A CD40 ligand gatldsa szamottevoen csokkenti az
atherosclerotikus plakk progressziojat. Freiburgi munkacsoportunk munkaja soran
azonban a CD40L-nek egy a sajat receptoratdl, a CD40-t61 fiiggetlen funkcidjara deriilt
fény. Allatkisérletes modelliinkben a CD40 knock out egerekben nem volt kisebb az
érelmeszesedés mértéke, mint a kontrollcsoportban. A CD40 ligand gatlasaval viszont
sikeriilt visszaszoritani az érelmeszesedés progresszidjat, ami arra utal, hogy a CD40
ligand nem csak sajat receptoran keresztiil hat.

A CD40L szerkezeti hasonloésagot mutat a fibrinogénnel ¢és kotddik annak
trombocita receptorahoz, a Gpllb/Illa-hoz. Az egyik lehetséges kapcsolodasi partner
ezért a fibrinogén leukocitakon talalhato receptora, a Mac-1 (CD11b/CD18) integrin.
Vizsgalatunkban ezért a CD40 ligand és a Mac-1 integrin interakciojanak vizsgalatat
tliztiik ki célul az alabbi szempontok alapjan:

- A CD40 ligand és a Mac-1 monocita adhézids receptor kozti kapcsolat
vizsgélata, jellemzése.

- Kotédés és blokad- vizsgalatok: specificitas és kompetitiv antagonizmus a

CD40L és a Mac-1 receptor ismert ligandjai kozt.

2.3 A Mac-1 integrin és ligandjai a monocita - trombocita
kapcsolatokban

A leukocita-trombocita komplexek képzodésének elsé 1épése a P-selectin-PSGL-1
kapcsolat. Néhany vizsgalat azonban arra utal, hogy a szelektinek blokkolasa nem
gatolja meg teljes mértékben az aggregatumok képzddését [123]. Konstantopoulos és
munkatarsai kimutattak, hogy a Mac-1 (CD11b) integrin is részt vesz cbben a
kapcsolodasban: stabilizalja a PMN leukocita-trombocita aggregatumokat, és ezért a
funkcidért az integrin I doménje a felelés [145]. Megint masok utaltak arra, hogy mas

kornyezetben, leukocitdk és az endothelt imitalo, ICAM-ot prezentald sejtek is

37



doi:10.14753/SE.2013.1835

alkothatnak heteroaggregatumokat, amelyek képzddéséhez a szelektinek jelenléte nem
feltétlentil sziikséges [22,146].

A monocita-trombocita komplexek képzédésének vizsgalatakor néhany
kisérletben ugy talaltak, hogy a fibrinogén, illetve esetleg méas molekulak jelenléte
szerepet jatszhat a kapcsolddasban, mivel ezek hianyakor kisebb mértéki leukocita-
trombocita aggregacio volt megfigyelhetd, a folyamatban részt vevo receptorokat, €s a
fibrinogénnek a komplex képzddésben betoltott szerepét azonban sem sikertilt tisztazni.

Egyedi rendszeriinkben, Mac-1 prezentalo CHO sejtekkel végzett vizsgalatunkban
arra kerestiik a valaszt, hogy a Mac-1 6nalloan, szelektinek kdzvetitése nélkil is képes-e
kapcsolatot 1étesiteni a trombocitakkal. Vizsgéalatokat végeztiink arra vonatkozodan is,
hogy a leukocita-trombocita komplexek képz6dése soran a leukocita Mac-1 integrin
milyen trombocita receptorral 1ép kapcsolatba, illetve, hogy a Mac-1 ligandjai, mint a
fibrinogén és a CD40 ligand részt vesznek-e a monocita-trombocita komplexek

képzddésében.

2.4 A Mac-1 integrin viselkedése II tipusu diabéteszben

A cukorbetegség sokféleképpen hat az érelmeszesedés progresszidjara és a
folyamatban résztvevo sejtekre. Diabéteszben a lipid- és cukoranyagcsere valtozasainak
hatasara protrombotikus, proatherogén kornyezet alakul ki: megné a keringd
gyulladasos citokinek mennyisége €és a keringd sejtek aktivitdsa, megemelkedik a
leukocita-trombocita, elsdsorban a monocita-trombocita aggregatumok szama. A
keringd komplexek mennyisége irodalmi adatok alapjan Osszefliggést mutat a
vércukorszinttel. Emellett kardiovaszkularis illetve vesebetegséggel szovOdott
cukorbetegségben megnd az endothel és a leukocitdk adhézidés receptorainak
expressziodja [49].

A sejtkultiras vizsgalataink eredményei alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a
CDA40 ligand szerepet jatszik a monocita-trombocita kapcsolatokban. A kdvetkezékben
arra kerestiik a valaszt, hogy a CD40 ligand plazmaszintje korrelal-e a monocita-
trombocita komplexekkel, illetve hogy a Mac-1 integrin szintje hogyan valtozik
diabéteszes betegcsoportban A vizsgélat céljara kardiovaszkularis szovOdményektdl

mentes diabéteszes betegeket valasztottunk, a monocita-trombocita aggregatumok
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szintje mellett a gyulladasos paraméterek szintjét, azoknak a komplexképzddéssel vald

Osszefliggését is vizsgaltuk.

3. Madszerek

3.1 Phage-display, antitest valogatds

Az antitest kifejlesztéséhez a Phage display modszerét hasznaltuk. Mivel az 1j
antitest kifejlesztése soran csak a tesztelésben vettem részt, az antitestfejlesztésnek itt
csak az elvét mutatom be roviden.

A Phage display modszere kivaloan alkalmas a ligand-receptor interakciok
tanulmanyozasara, 11j lehetdséget teremtve az alapkutatds, a diagnosztika és a terapias
beavatkozdsok szamadra.

Az immunglobulinok varidbilis régioiban megtaldlhaté a human fehérjéket
felismerd antitestek teljes listaja. A modszer elve, hogy az immunglobulinok variabilis
régioit kodolod szekvenciakat bakteriofagok genetikai allomanyaba épitve fagkonyvtarat
hoznak 1étre, amibdl kivalaszthatd a kivant fehérjét felismerd antitest. A természetes
fagkonyvtarban (natural library) a human limfocita nehéz és konnyli lancot kodolod
cDNS szerepel (ez a konyvtar mintegy 1,8x10° antitestet prezental), a szintetikus
kényvtar (synthetic library) randomizalt H-CDR3 régiokat tartalmaz (mintegy 6,1x10°
molekulat prezental). A c¢cDNS ezutan beépitésre keriil a bakteriofagba (phagemid
vector), igy a bakteriofag felszinén megjelennek az antitestek. A bakteriofagokat
baktériumban szaporitjak, és a kivant célmolekulat prezentdld felszinen/sejteken
valogatjak: a célmolekuldhoz nem ko6tddd bakteriofagokat mosassal eltavolitjak, majd a
célmolekuldhoz kotott elemeket leoldjak (elucid). Az eludlt terméket tesztelik. A
fagciklust tobbszor megismételve viszonylag nagy tisztasagu antitestet kapunk a kivant

fehérjéhez.
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3.1.1 &bra: Fagciklus. A természetes fagkonyvarbol szdrmazd szekvenciakat
Phagemid vektorba integraltuk, majd a fagciklus segitségével valogattuk. Elso 1épésként

crer

feliiliszoban maradt fagokat mosassal tavolitottuk el. A kovetkezd 1épésben (elucid) a
Mac-1 aktivalt forméjahoz kapcsolodo elemeket elualtuk, centrifugéléds utan a feliilluszot
hasznaltuk. A fagciklus tobbszori ismétlésével kivalaszthatdo az aktivalt Mac-1
integrinhez specifikusan k6tddo antitest, és csokkenthetd a szennyezddés mennyisége.

A Phage display sordn természetes fagkonyvtarbol a Mac-1-hez kot6do
antitesteket valogattunk ki. Ezt kovetden, a fagciklust megismételve, az alabb
részletesen jellemzett, a Mac-1 receptort konstitutivan aktivalt allapotban expresszalo
CHO sejtvonal segitségével kivalasztottuk az aktivalt formahoz k&tddd antitesteket.
Ennek soran az aktivalatlan formahoz ko6t6dé bakteriofagokat centrifugalassal
eltavolitottuk, a kovetkezd 1épésben pedig a feliiluszoban maradt fagokat az aktivalt
formahoz val6 kotéssel valasztottuk ki.

Az antitest tesztelésére tisztitott monocitdkat és a CHO sejtvonalat hasznaltuk. A

kiprobalast aramlasi citometriaval végeztiikk, az aldbbiak szerint: a monocitakat
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egészséges onkéntesek vérébol, a CHO sejteket a sejtkulturabdl izolaltuk, a lentebb leirt

modszerekkel.

3.2 Citometrias és adhézios kiserletek

3.2.1 Trombocitak és monocitak izoldaldasa és aktivalasa

A trombocitadis plazmat az aldbbiak szerint készitettik eld: egészséges,
gyogyszert nem szedé Onkéntesek vérét citratos csébe véve, 1000 rpm-en 10 percig
centrifugalva trombocitadis plazmat (PRP) nyertiink. Az izolalt trombocitakat PRP-bdl,
gél-filtracioval (Sigma-Aldrich Chemie-t6l szarmaz6 izolalo kit segitségével) allitottuk
elo, melyeket PBS-el higitottunk, és 5 uM ADP-vel aktivaltunk. A monocitakat
hasonl6an, emberi vérbdl Ficoll-al torténd centrifugalassal nyertiik, PBS-el higitottuk és

10 percig PMA-val (100 ng/ml) inkubaltuk a megfelel6 aktivalas elérésére.

3.2.2 Sejtkultira

Nem aktivalt, ,,vad” tipusu Mac-1-et (wild-type Mac-1, CHO-Wt-Mac-1) illetve
konstitutivan  aktivalt Mac-1-et (CHO-del-Mac-1) prezentalo CHO sejteket
tenyésztettink DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) tapoldatot, 10% FCS-t
(fetal  calf  serum), L-glutamint, nem-esszencialis  aminosavakat, 1%
penicillin/streptomycint, 700 upg/ml geneticint és 250 pg/ml zeocint tartalmazo
médiumban. A konstitutivan aktivalt format az ezt expresszalé CHO sejtek Mac-1
integrinje oy alegységének citoplazmatikus doménjében egy szigoruan konzervativ
GFFKR motivum torlésével allitottak elé [147,148]. A sejteket a kultirabol tripszines

lemosassal nyertiik, majd PBS-el haromszor mostuk.
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3.2.3 Adhézios kisérletek

Az adhézios vizsgalatokat a monocitdk esetében az aldbbiak szerint végeztiik: 96-
lyuka ELISA lemezt (Nunc ImmunoPlate, MaxiSorp®) 10 pg/ml huméan sCD40
liganddal (R&D) illetve 20 pg/ml fibrinogénnel fedtiink, 4°C-on egy ¢éjszakan at
inkubaltuk. Az aspecifikus kotddést 0,1%-os agardzzal blokkoltuk, PBS-el kétszer
atmostuk, majd human vérbol Ficoll-al torténd centrifugéalassal izolalt monocitakkal
(0.7 x 10%ml) inkubaltuk 50 percig 37 °C-on. A kétés specificitasat anti-Mac-1
antitesttel ellendriztiik (100 pg/ml, Dako, Hamburg, Németorszag). Ezt kovetden a
lemezt 3x mostuk PBS-el (Sigma), majd permeabilizaciés puffert adtunk hozza (6
mg/ml phosphatase substrate (Sigma), 1% Triton X-100, 50mM sodium acetate, pH
5.5), mellyel 1 6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd a lemezt 405 nm-en olvastuk le
(Spectramax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Negativ kontrollként 0,1%-0s
agarozzal bevont feliiletet hasznaltunk.

A rekombindns Mac-1-et prezentald CHO sejtek esetében az adhézios
vizsgélatokat az alabbiak szerint végeztilk: a CD40 liganddal és fibrinogénnel fedett
lemezeket a fentieknek megfeleléen készitettiik eld. A Mac-1-et nem (CHO), inaktiv
allapotban (wt) illetve konstitutivan aktivalt allapotban prezentdld sejteket (del)
0,5x10%/ml-es koncentracioban adtuk a lemezre, majd 50 percig inkubdltuk a
monocitaknal leirttal azonos koriilmények kozott. A kotés specificitasat anti-Mac-1
antitesttel (100pg/ml) ellendriztiik. A kotédést szintén a monocitaknal leirt moédon

olvastuk le.

3.2.4 A CD40 ligand kotodésének vizsgalata aramlasi citometridaval

Human vérbdl izolalt monocitakat humdn, rekombinans, FLAG-jelolt sCD40
liganddal inkubaltunk (3 pg/ml, Alexis, Lausen, Svéjc) szobahdn 10 percig, anti-Mac-1
(100 pg/ml) antitesttel illetve anélkiil (Dako, Hamburg, Németorszag). A monocitakat
CD14 jeloléssel azonositottuk (PE, Beckton Dickinson, BD, Franklin Lakes, NJ)
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3.2.5 Trombocita-sejt aggregdatumok analizise aramldsi citometridaval

A CHO sejteket és a vérlemezkéket a fent leirtaknak megfeleléen izolaltuk, majd
10 percig, szobahdn a megfelelé gatld antitestekkel kezeltiik (anti-Mac-1 antitest,
100pg/ml (Dako), integrilin (Essex Pharma GmbH) és anti-CD42b (Immunotech). A
Mac-1 ligandok hatasanak vizsgalatakor a fibrinogént 10 pug/ml, a SCD40 ligandot 5
pg/ml koncentracioban adtuk a sejtekhez. A kontroll (CHO), aktivélatlan (wt) és
konstitutivan aktivalt (del) Mac-1-et prezentalo sejteket PRP-vel illetve izolalt
trombocitakkal inkubaltuk. Ezutan a sejteket fixaltuk (BD Lysing and fixing solution,
Beckton Dickinson, BD, Franklin Lakes, NJ) és az aggregatumok mennyiségét flow
citométerrel ellendriztik (FACS Calibur, BD CellQuest program). Ennek soran a
sejteket a jellemz6 méret és granulaltsagi jellemz6 alapjan azonositottuk, a
trombocitakat anti-CD41 antitesttel (FITC, Beckton Dickinson, BD, Franklin Lakes,
NJ) jeloltik. A CHO sejtpopulacion beliil megjelend CD41 pozitiv eseményeket
aggregatumokként azonositottuk, a vizsgalat soran a sejt-trombocita aggregatumokat
mikroszkdp alatt is ellendriztiik. Negativ kontrollként a Mac-1-et nem prezentalé CHO

sejteket hasznaltunk.

3.3 Betegcsoport

A vizsgalatba 14 (életkor: 52,31 +/- 3,14), a vizsgalatot megelézden legalabb 6
honappal diagnosztizalt, 2-es tipusi diabéteszes beteget vontunk be, akiknél a
vércukorszint diétdval és/vagy per os antidiabetikus kezeléssel szinten tarthatd volt. A
vizsgélatot ¢hgyomorra végeztik. Az inzulinnal kezelt betegeket kizartuk a
vizsgalatbol. Szintén kizarasi kritérium volt az anamnézisben szerepld barmilyen
kardiovaszkularis betegség vagy tiinet, vese- illetve majbetegség és a dohanyzas. A
vizsgalt betegek a vérvételt megel6z6 14 napon beliill nem részesiiltek gyulladasgatlo
vagy antitrombotikus kezelésben. A kontroll csoport 14 (életkor: 43 +/- 4,14)
egészséges Onkeéntesbdl allt, a kizarasi kritériumok minden tekintetben megegyeztek a
vizsgalt betegcsoportéval. A vizsgalatot az Etikai Bizottsag engedélyezte, a betegek a
vizsgélatot megel6zden szobeli és irasbeli tajékoztatasban részesiiltek és a vizsgalatba

torténd bevonasukkal kapcsolatos Beleegyezd nyilatkozatot alairtak.
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3.3.1 Laboratoriumi vizsgalatok

A vércukor, HbAI1Db, koleszterin (Osszkoleszterin, HDL, LDL), triglicerid,
monocitaszam, trombocitaszam, siillyedés, fehérvérsejtszam és CRP mérését a HM

Honvédkorhaz laboratoriuméaban végeztik.

3.3.2 1L-6 és CD40L koncentraciok

A citokinek analiziséhez a vért nativ csovekbe gytjtottik, lecentrifugaltuk, a
plazmat tovabbi vizsgalatokig -70°C-on taroltuk. A sCD40L és az IL-6 koncentracidjat
kereskedelemben kaphaté6 ELISA kit segitségével hataroztuk meg (IL-6 ELISA-Kit:
Diagnosticum, SCD40L: R&D)

3.4 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist az SPSS for Windows illetve a SigmaStat szoftverek
hasznalataval végeztiik. A normalitdsi vizsgalat eredményétdl fiiggéen a paraméterek
kozti kiilonbséget Student T-teszt illetve a Mann-Whitney U-teszt segitségével
ellendriztiik. A valtozok kozti korrelaciok vizsgalatara a Spearman-féle korrelacios
koefficiens értékét hataroztuk meg. A diagramokon és a tablazatban az adatokat atlag +
SEM értékben abrazoltuk.
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4. Eredmények

4.1 Phage-display, aktivdciospecifikus antitestek tesztelése

Az antitestfejlesztés soran a Phage-display mddszerével, a 3. fejezetben leirt
moédon fejlesztett, E. coli baktériumtorzs segitségével termeltetett, majd izolalt,
specifikusan az aktivalt Mac-1-hez k6tddo antitestet teszteltiik.

Az alkalmazott tisztitdsi eljarassal az antitest nehezen volt tisztithato, sok
jarulékos elem maradt az oldatban, amelyet a nem sikeriilt kikiiszobdlni, ezért a
felhasznalas soran csak a Mac-1 receptor miikodésének in vitro jellemzése johetett
szoba. A tovabbiakban ezért azt vizsgaltuk, hogy human vérbdl szarmazé monocitakon

az antitest hogyan jellemzi a Mac-1 integrin aktivitasanak valtozasat.

4.1.1 Az antitest mitkodésének tesztelése monocitikon

Elsdként teljes vérben vizsgaltuk az aktivaciospecifikus antitest kotddését aramlési
citometridval. Ennek sordn nem tapasztaltunk szignifikdns mértékli kotddést. A
méréseket stimulaciot kovetden is elvégeztilk: az antitest szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben kotédott a PMA-val aktivalt monocitdkhoz a hasznalt (1-10 pg/ml)
koncentraciotartomanyban. A kotédés gatolhatd volt a Mac-1 integrin gatlo anti-CD11b
antitesttel, igazolva az antitest specificitasat. A méréssorozat segitségével
kotddését az aktivalt és aktivalatlan monocitakhoz, illetve a kotddés gatolhatosagat a

Mac-1 specifikus anti-CD11b antitesttel a 4.1.1.1 abra szemlélteti.
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4.1.1.1 abra: a Mac-1 aktivaciospecifikus antitest kiprobaldsa huméan monocitakon
teljes vérben, citratos mintan, flow citometrids mérés. A: aktivalatlan minta, dot plot, B:
aktivalt minta, dot plot, C: az antitest kotodése az aktivalatlan €s aktivalt CD14 pozitiv
sejtekhez, hisztogram. Egészséges onkéntesek vérét citratos csébe gyljtottilk, PMA-val
aktivaltuk és megfestettik a Mac-1 aktivacidspecifikus antitesttel. Az aktivalt
monocitak szignifikdnsan nagyobb mértékben kotottek az antitestet (vilagos
hisztogram), mint az aktivalatlan monocitak (sotét hisztogram). A monocitdkat CD14
pozitivitasuk alapjan azonositottuk, 3000 eseményt szamoltunk.

Az antitest miikodését tesztelését kiilonbozé véralvadasgatlok hasznalataval,
heparinos €s citratos mintaban is elvégeztiik (4.1.1.2 dbra). Mivel az EDTA megkéti a
Mac-1 miikodéséhez sziikséges két vegyértékii kationokat, ezt a véralvadasgatlot a

tovabbiakban nem hasznaltuk.
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4.1.1.2 abra: Mac-1 aktivaciospecifikus antitest tesztelése teljes vérben, heparinos
mintaban, flow citometrias mérés. A: aktivalatlan minta, dot plot, a CD14 pozitiv
sejteket jelzo kapuzassal, B: az antitest kotddése az aktivalatlan és aktivalt CD14 pozitiv
sejtekhez, hisztogram. Heparinos mintaban, PMA-val térténé aktivacio utan a mintakat
a Mac-1 aktivaciospecifikus antitesttel festettiik. Az aktivalt monocitak szignifikdnsan
nagyobb mértékben kototték az antitestet (vildgos hisztogram), mint az aktivalatlan
monocitak (sotét hisztogram). A monocitakat CD14 pozitivitasuk alapjan azonositottuk,
3000 eseményt szamoltunk.

A kapott eredmények alapjan az antitestre vonatkozoéan a kovetkezd
megallapitasokra jutottunk:

1. A kifejlesztett antitest jol kotddik a PMA-val aktivalt monocitdkhoz, a nem

aktivalt mintdhoz azonban nem.

2. Az antitest kotddése specifikus, mivel a Mac-1 ligandk&tését specifikusan

gatld, anti-CD11b antitesttel blokkolhato.

3. Az antitest nehezen izolalhato, a tisztitasi folyamat soran sok melléktermék

marad az oldatban, amely miatt csak in vitro felhasznalas jon szoba.
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4.1.2 A monocita Mac-1 receptor vizsgdlata az aktivdciospecifikus antitesttel

A monocitdk izolalasa soran hasznélt modszerek a monocita adhézids receptorok
aktivacigjahoz, és monocita-trombocita aggregatumok kialakulasahoz vezethetnek.
Mikroszkopos vizsgalataink megerdsitették, hogy a hagyomanyos modszerrel tisztitott
monocitdk a tisztitas eredményeként komplexet képeznek a trombocitdkkal. A
létrehozott antitest segitségével igyekeztliink azonositani az izolalasi folyamat hatasat a
Mac-1 receptorra, illetve felderiteni a monocita adhézids integrin aktivaciojat

befolyasolo 1épéseket.

A monocitaizolalast, illetve a monocita Mac-1 aktivalodasanak ellenérzését az

alabb felsorolt 1épésekben végeztiik:

1. lépés: Az antitest kotodésének vizsgalata teljes vérben

Minta teljes vérbol Antitest kitédése

Coun's

PTYTRIRTTA ITATE ITITRITITY|

AL S A A A A e S LA AL A SLALE A 4 4

0 1 3
O 200 400 600 800 1000 10° 10" 10° 10° 10
FSC-Heigh ME

4.1.2.1 ébra: Flow citometrids analizis. Teljes vérben, citratos mintaban vizsgaltuk
a monocitak antitestkotését. Aktivalatlan mintdhoz nem kotodik az antitest (sotét
hisztogram), PMA-val aktivalt mintdban szignifikans mértékii kotédés lathatod (vilagos
hisztogram). A monocitdkat CD14 pozitivitasuk alapjan azonositottuk, 3000 eseményt
szamoltunk.
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2. lépés: Az antitest kétodésének vizsgalata Ficoll-al térténd centrifugalast

kovetden

>

Antitest kotodése

1000

Counts
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SSC-Height
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0 1000
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4.1.2.2 abra: Flow citometrias analizis. Ficoll-lal torténé centrifugalas utan az
aktivalatlan mintdhoz nem kd&tédik az aktivacidspecifikus antitest (sotét hisztogram).
PMA-val val6 aktivaciot kdvetden szignifikans mértékli kotodés lathaté a monocitdkon
(vildgos hisztogram). A monocitdkat CD14 pozitivitdsuk alapjan azonositottuk, 3000
eseményt szamoltunk.

3. lépés: Mosas PBS-el, centrifugadlds

) Antitest kotodese
—
o
o
23
go
<
o
N
o
10° 10" 10° 10° 10%
MFI

4.1.2.3 ébra: Flow citometrids analizis. PBS-el torténd ujabb mosést ¢és
centrifugalast kovetden az aktivalatlan mintaban is megfigyelhetd kis mértékli kotddés.
PMA-val torténd stimulaciot kovetéen szignifikdnsan nagyobb mértékli kotddés
tapasztalhaté a monocitdkon. A monocitdkat CD14 pozitivitasuk alapjan azonositottuk,
3000 eseményt szamoltunk.
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4. lépés: adhézio

Antitest kotodése

Counts
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4.1.2.4 éabra: Sejtkultaraban 45 perc adhéziot kovetden a sejteket vizsgalva ugy
lattuk, hogy a monocitdk Mac-1 adhézios integrinje mar aktivalt allapotban van, mivel
az aktivaciospecifikus antitest ugyanugy kotodik az aktivalt (vilagos hisztogram), mint a
nem aktivalt mintdhoz (s6tét hisztogram). A monocitdkat CD14 pozitivitdsuk alapjan
azonositottuk, 3000 eseményt szamoltunk.

Az izolacids folyamat soran 1€pésrol 1épésre vizsgaltuk az antitest monocita Mac-1
integrinhez vald kotodését. A vérvételt kovetden (4.1.2.1 abra), és Ficoll-al torténd
izolacié utan (4.1.2.2 4bra) nem tapasztaltunk kotddést az aktivdlatlan mintdban.
Ismételt mosas és centrifugdlds utdn kismértékli kotddés volt megfigyelhetd az aktivalt
mintdban, ami a monocita Mac-1 integrin egy részének aktivacidjat jelzi (4.1.2.3 abra).
Sejtkultira edényben (miianyag feliileten) torténd adhéziot kdovetden a monocitak Mac-
1 integrinje aktivalt allapotban van, ekkor nem lathat6 szignifikans eltérés a stimulalt és
stimulalatlan minta antitest kotése kozott (4.1.2.4 dbra). Mikroszkopos kontrollal
megerdsitettiikk, hogy az izolacids folyamat sordn milanyag edényben a monocitak
kotédnek a milanyag felszinhez. A monocitdkhoz kotddve trombocitdk is lathatok

voltak.

A fentiek alapjan megallapitottuk, hogy a tisztitdsi folyamat hatdssal van a

monocita Mac-1 integrin aktivitasara.
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A Mac-1 tovabbi vizsgalata szempontjabdl rendkiviil fontos, hogy az integrin
aktivalt illetve aktivalatlan formajat vizsgaljuk, illetve hogy ismerjiik a monocitak
aktivaltsagat ¢és aktivalhatosagat a mérések soran. Mivel a monocitdk mar a tisztitasi
folyamat soran részben aktivalodnak, ezért méréseinkben a tovabbiakban Ficoll-
centrifugdldssal izoldlt monocitdkkal dolgoztunk, melyeket PE jelolt CD14 antitesttel

azonositottunk.

4.2 A CD40L a Mac-1 integrin ligandja

A CDA40 ligand kotodését a Mac-1 receptorhoz statikus adhézios kisérletekkel és

aramlasi citométerrel vizsgaltuk.

Flow citometrids mérések

A CDA40 ligand kotédését flow citométerrel is megvizsgaltuk. Ehhez jelolt
rekombinans, human szolubilis CD40 ligandot (rhsCD40L) hasznaltunk, amelynek
tisztitott monocitakhoz vald kotédése szintén gatolhato volt az anti-CD11b antitesttel.
PMA-val stimulalt monocitdk szignifikdnsan nagyobb mértékben kototték meg a CD40

ligandot, mint a nyugalmi allapotban vizsgalt monocitak (4.2.1 abra).

A B

80

o
<«

Counts
Counts

o

10

0

3 4

0 1

0f 100 109 1% 10! 0% 10° 10

MFI MFI

10

4.2.1 abra: Flow citometrias mérés. A rhsCD40L kotédése monocita Mac-1
receptorhoz. A: sCD40L kotédése nyugvo monocitakon (sotét hisztogram), és a kotodés
gatldsa anti-CD11b gatlo antitesttel (vilagos hisztogram), B: sCD40L ktddése PMA-
val aktivalt monocitakhoz (s6tét hisztogram) és a kotddés gatlasa anti-CD11b gatlo
antitesttel (vilagos hisztogram)
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A 4.2.1 abra szerinti flow citométeres mérések adatait a 4.2.2 abran lathato

diagram szemlélteti.

25
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] *
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0 : :

-CO11b +CD11k  -CD11b + CO11b
- PMA +PA

sCD40L-Flag-FITC (MFI1)

4.2.2 abra: a CD40L kotédésének vizsgalata flow citométerrel: CD40L kotodése
nyugvo és PMA-val stimulalt monocitakon (-CD11b), illetve a Mac-1 gatl6 anti-CD11b
antitest hatasa az adhéziora (+CD11b). *p<0,05 a CD11b-vel nem kezelt sejtekhez
viszonyitva.

Adheézios kisérletek

Immobilizalt rekombinans human CD40 liganddal bevont feliileten vizsgaltuk

crcr

crer

szemlélteti.
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4.2.3 4abra: monocita adhézié immobilizalt fibrinogénen és CD40 ligandon
(-CD11b), és blokkolas anti-CD11lb gatlo antitesttel (+CD11b). A monocitak
szignifikans mértékben kotddnek a CD40 ligandhoz. *p<0,01 a kezeletlen sejtekhez
viszonyitva. Pozitiv kontrollként fibrinogént, negativ kontrollként agar6zzal bevont
milanyag feliiletet hasznaltunk.

A mérést megismételtik Mac-1 prezentaldé CHO sejtekkel is. Az integrint
konstitutivan aktivalt allapotban expresszaldo (CHO del) sejtek nagyobb mértékben
kotédtek a CD40 ligandhoz, mint az integrint konstitutivan aktivalatlan formaban
prezentalo (CHO wt) sejtek. Az adhézid mindkét esetben gatolhat6 volt a Mac-1
specifikus anti-CD11b antitesttel. Pozitiv kontrollként mindkét méréssorozatban a Mac-
1 ismert ligandjat, a fibrinogént hasznaltunk, negativ kontrollként agarézzal bevont

milanyag feliilet szolgalt (4.2.4 és 4.2.5 abra).
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4.2.4 dbra: A Mac-1 integrint konstitutivan aktivalatlan formaban prezental6 CHO
wt sejtek adhézidja immobilizalt rhsCD40 ligandon, és a kotédés gatolhatosaga anti-
CDI11b gatlo antitesttel, normalizalt értékek. Pozitiv kontrollként fibrinogént, negativ
kontrollként agardzzal bevont milanyag feliilet szolgalt. *p<0,01 az anti-CD11b gatlo
antitesttel nem kezelt sejtekhez viszonyitva.
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m-CD11b
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100%
75% A
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Mac-1 prezentalo CHO sejtek adheézidja

4.2.5 abra: A Mac-1 integrint konstitutivan aktivalt formaban prezentalo CHO del
sejtek adhézidja immobilizalt rhsCD40 ligandon, és a kotddés gatolhatdosaga anti-
CDI11b gatlo antitesttel, normalizalt értékek. Pozitiv kontrollként fibrinogént, negativ
kontrollként agar6zzal bevont milanyag feliiletet hasznaltunk. *p<0,01 az anti-CD11b
gatlo antitesttel nem kezelt sejtekhez viszonyitva.
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A felallitott hipotézis megerdsitésére megvizsgaltuk, hogy a CD40 ligand a mar
ismert ligandokkal azonos kotohelyre kotddik-e, illetve képes-e lefedni a Mac-1-en a
mar ismert kotéhelyeket. Kontrollként a Mac-1 specifikus anti-CD11b-t hasznaltunk
(4.2.6 abra).

120%
B monocitak
100% - Oo+CD11b
a+CD40L
80%

60%

40%

Monocita adhézid

20%

0%

kontroll fibrinogén ICAM

4.2.6 abra: a CD40L kompeticioja a Mac-1 mar ismert ligandjaival: monocitak
kotédése immobilizalt fibrinogénhez és ICAM-1-hez anti-CD11b antitesttel (+CD11b)
¢és szolubilis CD40 liganddal (CD40L) torténd elékezelés utan. *p<0,05 a kezeletlen
sejtekhez viszonyitva.

CD40 liganddal kezelt monocitak adhézidja szignifikansan alacsonyabb volt

fibrinogénen és ICAM-on, mint a kezeletlen sejteké.
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4.3 a Mac-1 szerepe a heteroaggregdtumok kialakitasaban,
Gpllb/I11a és hidmolekulaik jelentosége

A Mac-1 komplexképzésben betoltott szerepét Mac-1 prezentalo CHO sejtekkel
vizsgaltuk.

A sejtkultirahoz human vérbdl izolalt trombocitadus plazmat (PRP, platelet rich
plasma) adva a trombocitak jelentdés mértékben kotddtek a Mac-1 integrint prezentald
sejtekhez. Ez a kotodés az aktivalt integrin jelenlétekor szignifikansan nagyobb mértéki

volt, mint az aktivalatlan integrin esetében (4.3.1 abra).

30%
25%

20%
15% 3
10% -

5% A

- ﬁ ,

CHO wt del

Trombocitatkoto sejtek szazalekos aranya

4.3.1 éabra: Trombocitak kotédése PRP-ben Mac-1 prezentalo CHO sejtekhez,
aktivalt (del), aktivalatlan (wt) integrin esetében €s az integrint nem hordozo (CHO)
sejtekkel. Flow citometrias analizis. *p<0,05 a Mac-1-et nem prezentald sejtekhez
viszonyitva.

Izolalt trombocitdkkal megismételve a méréseket azt talaltuk, hogy a trombocitak

nem kotddnek a Mac-1 prezentalo CHO sejtekhez (4.3.2 abra).
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4.3.2 abra: tisztitott trombocitak kotddése Mac-1 prezentald CHO sejtekhez, aktivalt (del),
aktivalatlan (wt) integrin esetében és az integrint nem hordozé (CHO) sejtekkel. Flow
citometrias mérés. p>0,1

Tisztitott aktivalt trombocitdk hozzdadésakor jelentds komplexképzddés volt

megfigyelhet6 (4.3.3 abra).

50%

Trombocitat koto sejtek szazalékos aranya

0% len
CHO wt del

433 abra: aktivalt trombocitak kotodése aktivalt (del), aktivalatlan (wt) integrin
esetében ¢s az integrint nem hordozo (CHO) sejtekkel. Flow citometrias mérés. *p<0,05 a Mac-
1-et nem prezental6 sejtekhez viszonyitva.
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A fenti eredményeket elemezve arra a kovekeztetésre jutottunk, hogy a
trombocitak kotodéséhez sziikség van olyan kozvetité molekuldkra, melyek a Mac-1-
nek ligandjai és a vérplazmaban jelen vannak, vagy a vérlemezkékbdl szabadulnak fel
aktivacio hatasara. A feltevés igazolasara a fibrinogént és a CD40 ligandot vizsgaltuk,

melyek a Mac-1-nek ligandjai és trombocitakbol felszabadulhatnak aktivacié hatasara.
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4.3.4 4bra: fibrinogén és CD40L hatdsa az aggregatumképzodésre aktivalt (del),
aktivalatlan (wt) integrin esetében és az integrint nem hordozé (CHO) sejtekkel. Flow
citometrias mérés. *p<0,05 a megfeleld kontrollhoz viszonyitva.

Szolubilis CD40 ligand vagy fibrinogén hozzaadasakor kis mértékben, de

szignifikansan megemelkedett a komplexképzddés mértéke (4.3.4 4bra).
A kovetkezOkben gatl6 antitesttel kerestiik a trombocitdkon a komplexképzddésért

felelds molekulat/molekuldkat. Az irodalomban szamos adat utal arra, hogy akut

kardiovaszkularis allapotokban, Gpllb/Illa gatld antitestekkel (eptifibatid, abciximab)

58



doi:10.14753/SE.2013.1835

jelentds mértékben csokkenthetd a keringd leukocita-trombocita aggregatumok

mennyisége.
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4.3.5 abra: A sejt-trombocita aggregatumképzodés gatlasara iranyuld kisérletek,
anti-CD42b-vel és Gplibllla gatlo integrilinnel. Flow citometrias mérés. *p<0,05 a
megfeleld kontrollhoz képest.

A Gpllb/Ila gatlo integrilin (eptifibatid) segitségével teljes mértékben sikertlt
megakadalyozni a komplexek képzOodését. A vizsgalt masik antitest, az anti-CD42b
Kisebb, nem szignifikins mértékben csokkentette a kialakuld aggregatumok

mennyiségét (4.3.5 dbra).
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4.4 a Mac-1 viselkedése 11 tipusu diabéteszes betegekben

A modszerek részben leirt bevalasztasi kritériumoknak megfeleld betegek
laborértékeit és az Osszehasonlitisukra hasznalt statisztikai teszteket a 4.4.1 tablazat
szemlélteti.

A laborértékek vizsgalatakor a vércukorértékek kivételével nem volt kimutathato
szignifikans eltérés a diabéteszes €s a kontrollcsoport paraméterei kozott. A gyulladasos

paraméterek, mint a siillyedés, fehérvérsejtszam, CRP és IL-6 szintén nem kiilonboztek

a két csoport kozott.

diabétesz kontroll | p érték | statisztikai teszt
Eletkor 52.31+/-3.14 | 43+/-4.14 0.09 |ttest
Vércukor (mmol/l) 8.66 +/-1.21 | 4.99 +/-0.21 0.01 Mann-Whitney
HbA1c (%) 8.9 +/- 0.65
Osszkoleszterin 523+-033 |[508+-031| 074 |ttest
(mmol/l)
HDL (mmol/l) 1.4 +/-0.16 1.37+/-0.2 0.9 t-test
LDL (mmol/l) 3.15+/-0.44 | 3.04 +/-0.39 0.85 |t-test
Triglicerid (mmol/l) 2.23+/-0.46 | 1.37 +/-0.18 0.17 Mann-Whitney
Fehérvérsejtszam (G/1) 6.71 +/- 0.41 6.43 +/- 0.5 0.71 | t-test
Monaocita (G/1) 0.33+/-0.01 | 0.38 +/-0.03 0.1 t-test
Trombocita (G/I) 25135 +-1238 | 25383 | 075 |trest
CRP (mg/l) 3.78+/-1.02 | 257 +/-0.94 0.59 Mann-Whitney
Siillyedés (mm/h) 15.83 +/- 1.9 9 +/-3.35 0.08 | t-test
16.95 +/-
IL-6 (pg/ml) 15.9 +/- 1.92 0.52 0.71 | t-test
sCD40L (ng/ml) 1.21 +/-0.14 1.19 +/-0.2 0,97 |ttest
Mac-1 (MFI) 226.73 +-47 | 20889+ 073 | ttest
32.8
monom:ca-trombo’cna 43.8% +- 4.3% 31.2%0+/- 0027 | ttest
aggregatumok szima 3.11%

4.4.1 tablazat: laborparaméterek a II tipusu diabéteszes és kontroll csoportban

A monocita-trombocita aggregatumok szama szignifikdnsan magasabb volt a
diabéteszes, mint a kontroll csoportban (p<0,05, 4.4.1 abra). A komplexek mennyisége

pozitiv korrelaciot mutatott a vércukorszinttel €s a trigliceridszinttel, de nem mutatott
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Osszefliggést az dsszkoleszterinnel, a HDL és az LDL koleszterinnel, sem pedig a CD40

ligand mennyiségével, a gyulladdsos paraméterekkel, vagy a tobbi laborértékkel.
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4.4.1 abra: Monocita-trombocita aggregatumok szazalékos aranya diabéteszes és kontroll
csoportban. Flow citometrias mérés, p=0,027.

A monocitdk Mac-1 expresszidja nem kiilonbozott jelentdsen a diabéteszes €s a
kontroll csoportban (p=0,73), és nem mutatott 6sszefliggést a laborparaméterekkel sem
(4.4.2 abra).
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4.4.2 abra: monocitak Mac-1 integrin expresszioja (CD11b fluoreszcencia intenzitas)
diabéteszes €s kontroll csoportban. Flow citometrias mérés, p=0,73.
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Jelentés kiilonbség mutatkozott ugyanakkor a monocita-trombocita komplexet
alkot6 ¢és a komplexen kiviili monocitak ko6zott. A  monocitak vizsgalatakor
szignifikansan magasabb CDI11b expresszio volt lathato azokon a sejteken, amelyek
trombocitakat kotottek (p=0,005). Ez a kiilonbség a diabéteszes és a kontroll vizsgalati

csoport monocitain megfigyelhetd volt, méghozza azonos mértékben (4.4.3 abra).
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443 abra: Mac-1 integrin expresszidja diabéteszben és kontroll csoportban,
trombocitakkal komplexet alkoté (CD41+) és komplexen kiviili monocitakon (CD41-). Flow
citometrias mérés. *p=0,005 a komplexet alkotd6 monocitakhoz viszonyitva.
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5. Megbeszélés

A CD40 ligand a Mac-1 integrin 1j ligandja

A CD40 ligand egy sokszinii molekula, melynek jelentés szerepet tulajdonitanak
az érelmeszesedés pathogenezisében [99,101-103]. Az érelmeszesedéses plakk szamos
sejtjén megtalalhato, mint pl. az endothel, simaizomsejt, makrofag [101,105]. Nagy
mennyiségben jelenik meg a trombocitakon is, aktivaciot koveten. Freiburgi
munkacsoportunk allatkisérletes modelljében a CD40 ligandnak egy a sajat receptoratol
Mac-1 adhézids integrinhez. Ez a kapcsolodas stabil adhéziot hoz 1étre CD40 liganddal
bevont felilleten és az integrin I doménjéhez kot6dd, specifikus gatloszerrel
blokkolhato. A CD40 ligand szolubilis formaban is kotédik a Mac-1 integrinhez, és
verseng az integrin ismert ligandjaival a kot6helyért. Mivel a CD40 ligand mind az
endothelen, mind pedig az aktivalt trombocitakon jelen van, a Mac-1-CD40 ligand

crer

sériilt illetve atherosclerotikus érszakaszokon.

A Mac-1 integrin onalléan is képes a trombocitakkal komplexet létrehozni.

A leukocita-trombocita aggregatumokkal kapcsolatos elsé megfigyelések mintegy
50 évvel ezel6tt torténtek. Azota szamos vizsgalat iranyult a leukocitak és vérlemezkék
kapcsolatara, azonban a mai napig nem teljesen tisztazottak keletkezésiik okai €s
koriilményei.

A keringd leukocitdk és a trombocitdk a kiilonb6z6é hatadsokra aggregatumokat
alkotnak, melyek valtoz6 ideig maradhatnak fenn a véraramban. A kapcsolddas elso,
sebességmeghatarozd 1épése a P-selectin-PSGL-1 kapcsolat, a P-selectin gatlasaval
kapcsolatos mérések azonban kimutattak, hogy nem ez az egyetlen kapcsolodasi pont a
vérlemezkék és a fehérvérsejtek kozott. 1998-ban Konstantopoulos és munkatérsai
igazoltak, hogy a folyamatban integrinek is részt vesznek és mar akkor valdsziniisitették
a CD11b integrin szerepét a kolcsonhatasban [145]. A késObbiekben kideriilt, hogy a
Mac-1 (CD11b/CD18) integrin fontos stabilizalo szerepet tolt be a heteroaggregatumok

¢életében, enélkiil az aggregatumok rovid id6 alatt szétesnek [123,146].
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Az integrineknek a sejtek  kozotti  kapcsolddasban,  kiilondsen  az
érelmeszesedésben betdltott szerepét tobb helyen leirtak. Ezek a molekuldk altalaban
egy szelektineken keresztiil 1étrejovo, kezdeti laza kapcsolatot kovetden egy erdsebb
stabil adhéziot hoznak létre, amely azutan Ilehetévé teszi a sejtek szoros
egyiittmikodését pl. az endothelen keresztiil torténd migracié esetében. Az endothelt
modellez6, ICAM-ot prezentalo sejtekkel végzett in vitro vizsgalatokban tgy talaltak,
hogy a sejtek leukocitakkal vald interakcidja Szelektinek kozvetitése nélkiil is
megvalosul [146]. Human Mac-1 integrint prezentaldo CHO sejtvonalunk segitségével
els6ként irtuk le, hogy a Mac-1 integrin a szelektinek kozvetitése nélkiil is képes human
vérbdl szarmazo trombocitdkkal aggregitumokat alkotni. Az aggregdtumok nagyobb
szdmban képzddnek az aktivalt Mac-1 jelenlétében. A kapcsolddas specificitasat a Mac-
1 gatldo anti-CD11b-vel igazoltuk. Negativ kontrollként szolgalt emellett a Mac-1-et
nem prezentdlo CHO sejtvonal, mely minden madas tulajdonsdgaban a Mac-1-et
prezentalo sejtekkel teljesen megegyezett. Eredményeink 0j megvilagitasba helyezik a
Mac-1 szerepét a vérlemezkék és fehérvérsejtek kapcsolataban, emellett a leukocita-
trombocita komplexek kialakuldsdnak gatlasdban is jelentdséggel birhat. A [
integrineken keresztiil, szelektinek nélkiil 1étrejovo direkt adhézionak fontos szerepe
lehet a leukocitak alacsony nyirderék mellett torténd érfalbol vald kilépésében is a nagy
perfuzioval ellatott szervekben, mint a maj [149] és a tiid6 [150], illetve gyulladas

esetén a periférias mikrocirkulaci6 teriiletén [151].

A monocita-trombocita  kapcsolat  Mac-1-en  Kkeresztiil  torténé
stabilizaciojaban a Gpllb/Illa mint a trombocitin levé partner fontos szerepet
jatszik

A Mac-1-et hordoz6 CHO sejtvonal segitségével egyediilallo lehetdségiink nyilt a
Mac-1-el vald kapcsolatban résztvevd trombocita partner azonositasara. Ennek sordn a
trombocita Gpllb/llla-t mint a kapcsolodashoz sziikséges trombocita partnert
azonositottuk. Vizsgalatunk O6sszhangban van azokkal a korabbi klinikai és in vitro
megfigyelésekkel, melyekben a trombocita Gpllb/Illa-t géatldé készitmények
alkalmazasaval egyidoben mintegy mellékleletként csokkent leukocita-trombocita

aggregatumszinteket talaltak [152,153]. Minthogy a monocita-trombocita aggregatumok
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képzddése a résztvevd sejtes elemek tovabbi aktivacidjaval, és a monocitdk fokozott
kitapadasaval jar, eredményeink a Gpllb/Illa gatloknak a meglevd alkalmazést

kiegészitd, illetve 0 terapias lehetdségeire vilagitanak ra.

A monocita Mac-1 és a Gpllb/Illa kapcsolodasahoz sziikség van egy koztes
»hid”-molekulara, amelynek szerepét a fibrinogén és a CD40 ligand is betoltheti.

Vizsgalataink soran ugy taldltuk, hogy bar vérplazma hozzdadasakor létrejon a
kapcsolodas, a Mac-1-et hordozo CHO sejtek nem kdétik meg a tisztitott vérlemezkéket.
Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a vérplazmaban jelen van egy olyan faktor, ami a
kapcsolodast lehetdvé teszi (5. abra). Hasonloképpen, tisztitott, aktivalt trombocitak
hasznalatakor jelent6s aggregatumképzodés volt megfigyelhet6, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a Mac-1-vérlemezke kapcsolodas 1étrejottéhez  sziikséges,
vérplazmaban jelen levé tovabbi molekulak az  aktivalt trombocitakbol

felszabadulhatnak.

Gpllb/llla

Q hid-molekula

Mac 1

5.1 abra: A leukocita-trombocita heteroaggregatum keletkezésében a leukocitak
Mac-1 integrinjén és a trombocitak GplIb/Illa receptoran kiviil sziikség van egy
kozvetitd molekulara, amely mindkét adhézios molekulanak ligandja.
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Az irodalomban talalt adatok arra utalnak, hogy a trombocita-leukocita
kapcsolodas 1étrejottéhez sziikséges a trombocitak eldzetes aktivacioja. Rinder és
munkatarsai leirtak a trombocita aktivacio sziikségességét a neutrofil- illetve monocita-
trombocita komplexek kialakuldsdhoz [154]. A szerz6k a CDI11b-nek nem
tulajdonitottak jelentdséget, vizsgalataikhoz azonban fixalt vérlemezkéket hasznaltak.
Brown ¢és munkatarsai 1998-ban kimutattdk, hogy az ¢l6 vérlemezkék masképp
viselkednek a heteroaggregatumok képzédésekor, mint a fixalt minta [123]. Elméletben
mar Ok felvetették a trombocitdkbol szarmazoé szolubilis medidtorok jelentdségét a
kapcsolodésban.

Az irodalmi és sajat adataink alapjan olyan koztes molekulat kerestiink, amely
mind a Mac-1-nek, mind a Gpllb/llla-nak ligandja, igy betoltheti a kapcsolodo adhézids
molekulak kozti hid-molekula szerepét. Ebb6l a megfontolasbol kézenfekvonek latszott
a fibrinogén, mely mindkét molekulanak ligandja. Sot, 1998-ban Brown és munkatarsai,
illetve 2000-ben Hentzen és munkatarsai utaltak arra, hogy szerepet jatszhat a leukocita-
trombocita komplexek keletkezésében, bar az emlitett korabbi kisérletekben sem a
fibrinogén szerepét, sem a kapcsolddd molekulakat nem sikeriilt tisztazni [123,146].
Vizsgalataink sordn els6ként mutattuk ki, hogy a fibrinogén jelenléte lehetévé teszi a
Mac-1-vérlemezke komplexek 1étrejottét.

A fibrinogén mellett vizsgalatunk targyanak a CD40 ligandot valasztottuk, mely a
GplIb/llla-nak partnere, Mac-1-hez vald kapcsolodasat pedig mi irtuk le eldszor. A
CDA40 ligand esetében bar kisebb mértekii, de szignifikans heteroaggregatum-képzddés
volt megfigyelhet6. Eredményeink alapjan tehat a CD40 ligand nem csak a monocitak
kotédése réveén.

A trombocita-leukocita kapcsolatokban szereplé trombocita eredetli molekulak
illetve trombocita mikropartikulumok lehetséges részvétele mar korabban felmeriilt,
eddig azonban nem sikeriilt ezek szerepét és a kapcsolddasban szereplé adhézids
molekulakat azonositani. Ezekben az elméleti megfontoldsokban a fibrinogénrdl tigy
vélekedtek, hogy nem tolt be jelentds szerepet a kapcsolodasban. Vizsgalatunkban
kimutattuk, hogy mind a fibrinogén, mind a CD40 ligand betdltheti a Mac-1-Gpllb/Illa

kapcsolddashoz sziikséges hidmolekula szerepét. A kdlcsonhatasban emlitett molekulak

66



doi:10.14753/SE.2013.1835

mellett nagy valosziniiséggel részt vehetnek mas szolubilis mediatorok is, melyek a

Mac-1-nek és a Gpllb/Illa-nak ligandjai.

II tipusa diabéteszben a monocita-trombocita aggregatumok szintje a
gyulladasos mediatorok megemelkedése elott illetve attol fiiggetleniil
megemelkedik.

A leukocita-trombocita, kiilonésen pedig a monocita-trombocita aggregatumok
szintje jelentésen megemelkedik érelmeszesedésben illetve az érelmeszesedéses
rizikoallapotokban. Ilyen kockdzati allapotnak szdmit a cukorbetegség, melyrdl
kimutattdk, hogy hatdsdra valtozik a keringésben taladlhatd sejtes elemek aktivaltsagi
allapota, megemelkedik a heteroaggregatumok képzddése. Eldrehaladott betegségben,
koronaria- cerebrovaszkularis illetve vesebetegséggel szovodott diabéteszben jelentds
kiilonbségek mutatkoznak a leukocita-trombocita komplexképzodést tekintve az
egészséges populaciohoz képest. Habar, ezekben a betegcsoportokban mas szolubilis
mediatorok ¢és markerek, pl. a gyulladdsos paraméterek szintje is megemelkedik,
amelyet markerként is hasznalnak a betegség progresszidjanak megitélésére. Minthogy
a gyulladas illetve mediatorai maguk is el6segithetik a monocitak, trombocitak
aktivaciojat, tovabbi vizsgalatainkhoz olyan betegcsoportot valasztottunk, melyben a
diabéteszes szovédmények, kardiovaszkularis-, illetve veseszovodmények tiinetei nem
voltak fellelhetéek. A CD40 ligandnak a fenti folyamatokban vald részvétele és az
irodalmi adatok alapjan az érelmeszesedésben betdltott fontos szerepe kapcsan felmeriilt
a kérdés, hogy plazmaszintje Osszefiigg-e a monocita-trombocita aggregatumok
szintjével.

A vizsgalt betegcsoportban szignifikansan emelkedett monocita-trombocita
aggregatumszintet talaltunk, amely azonban nem mutatott 6sszefiiggést a CD40 ligand
plazmaszintjével. Szignifikans korreldci6 mutatkozott ugyanakkor az aggregatumszint
és a triglicerid vérszintje kozott, és enyhe, de kimutathatdé Osszefiiggést lattunk a
monocita-trombocita komplexek és a vércukorszint kozott. A gyulladasos paramétereket
tekintve nem taldltunk jelentds eltérést a kontrollcsoporthoz képest. Eredményeink
alapjan szovédménymentes diabéteszben a monocita-trombocita heteroaggregatumok
szintjének emelkedése megelézi a gyulladdsos paraméterek megjelenését,

érzékenyebben reagalva a folyamatban tapasztalhaté valtozasokra. Ezeknek a
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paramétereknek a diabétesz progresszidja soran torténd tovabbi nyomonkdvetése

érdekes eredményekkel szolgalhat.

A trombocitat koté monocitakon fokozoédik a Mac-1 expressziéja, melynek
meértéke fiiggetlen a diabétesz jelenlététol.

El6rehaladott atherosclerotikus allapotokban, kardiovaszkularis,
cerebrovaszkularis és érrendszeri, illetve vesebetegséggel szovodott diabéteszben
fokozott adhézids receptor szinteket mértek. Vizsgalatunkban a korai, szovodményektol
mentes diabéteszes betegek Mac-1 expresszidjat vizsgaltuk.

Eredményeink azt mutattadk, hogy diabéteszben nem emelkedik meg jelentds
mértékben a Mac-1 expresszidja. Az aggregatumokat vizsgalva megallapitottuk, hogy a
Mac-1 expresszidja jelentésen megemelkedik azokon a monocitdkon, melyek
trombocitat kotnek, a trombocitat nem koté monocitdkhoz viszonyitva. Ez a kiilonbség
a betegség jelenlététol fliggetlennek latszik, mivel mind az egészséges, mind a
diabéteszes vizsgalati alanyokban megfigyelhetd volt, azonos mértékben.

A monocita-trombocita aggregatumok szintjének valtozasa nagyon érzékenyen
jelzi a trombocitak aktivaltsagi allapotat. A predilekcios ill. atherosclerotikus
teriileteken, de a szervezetben fennalld kronikus gyulladast fenntartdé folyamatok
hatasara is igy nagyszamu heteroaggregatum alakulhat ki, melyek a keringésben
hosszabb-r6videbb ideig maradnak fenn. Az egymashoz valo kapcsolédas a komplex
alkotdinak tovabbi aktivacidjahoz vezet, proinflammatorikus és protrombotikus
valtozasokat indit el, ami a sejtfelszini molekuldk, citokinek expresszidjanak
emelkedésében, a komplex stabilizalodasaban nyilvanulhat meg. Vizsgalataink alapjan a
Mac-1 — Gpllb/Illa kapcsolatnak, vagyis a leukocita-trombocita komplex Mac-1-en
keresztiil torténd stabilizalodasanak is ez az aktivacio a feltétele, mivel a leukocita Mac-
1 affinitasa a kotddés hatasara, aktivalt forméban jelentésen megnd €s a trombocitabol
az aktivacio hatdsara felszabaduld medidtorok, mint a fibrinogén és a CD40 ligand
jelenléte is eldsegiti a kapcsolat 1étrejottét. A komplexek ezutan lokalisan vagy
szisztémasan a keringésben maradhatnak, vagy kiléphetnek az érfalba, amely
folyamatot szintén jelendsen elésegiti a trombocitak kotédése — ezt igazoljak azok az
adatok, melyek szerint a monocitdk vérlemezkéekkel vald kapcsolata eldsegiti a sériilt

érfalon val6 kitapadast és a szubendothelialis térbe vald migraciot.
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6. Kovetkeztetések

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezok:

1. A CD40 ligand kapcsolédik a leukocita Mac-1 receptorhoz és verseng a
fibrinogénnel a kotohelyekért.
Ez a megfigyelés uj kapcsolddasi pontot jelent a gyulladds és érelmeszesedés

folyamatéaban, és a CD40 ligand egy uj funkciojara hivja fel a figyelmet.

2. A Mac-1 integrin (CD11b/CD18) részt vesz a trombocitak sejtfelszinhez
valé kotodésében, amely interakcidhoz a P-selectin jelenléte nem feltétleniil
sziikséges.

Sejtkultaras kisérleteinkben a human sejtfelszini molekuldk koziil csak a Mac-1-et
prezentald CHO sejtek voltak képesek a trombocitakkal komplexet képezni. Eszerint a
leukocita-trombocita kdlcsonhatasban szereplé Mac-1 a P-selectin elézetes ligandkotése
nélkiil is képes megkotni a trombocitakat, ami megerdsiti a Mac-1 kotodés jelentdségét

a leukocita-trombocita kapcsolatokban.

3. A Mac-1 integrin a trombocitan jelen levé Gpllb/Illa receptoron keresztiil
létesit kapcsolatot a trombocitakkal.

Azonositottuk a Mac-1-el valdé kapcsolodasban résztvevd, korabban ismeretlen
trombocita receptort. Ez az eredmény ugyanakkor felhivja a figyelmet a Gpllb/Illa
receptor blokkolok egy lehetséges 0j hatdsmechanizmusara, ami megmagyarazza a
korabban klinikai vizsgalatokban, Gpllb/Illa gatld kezelés alkalmazasakor talalt
alacsonyabb leukocita-trombocita komplexszinteket, egyben 1j terapias jelent6séget

tulajdonit az emlitett gyogyszercsoportnak.

4. A fibrinogén és a CD40 ligand mint hidmolekulak szerepet jatszanak
monocita Mac-1 és trombocita Gpllb/IIla integrinek kapcsolodasaban.

Igazoltuk, hogy a Mac-1-Gpllb/Illa integrinek kapcsolodasahoz elengedhetetlen
egy hidmolekula jelenléte, amely a Mac-1-nek és a Gpllb/IIla-nak is ligandja. Ez a
megfigyelés a sejtfelszini Mac-1 ¢és Gpllb/Illa integrinek kozti kapcsolodas
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mechanizmusat irja le, felhivja a figyelmet a leukocita és trombocita aktivacio illetve a

keringésben levo szolubilis medidtorok jelentéségére a sejtkozotti kapcsolatokban.

5. A monocita-trombocita aggregatumok mennyiségének emelkedése
megelozi a gyulladasos paraméterek megjelenését 2 tipusu diabéteszben.

lgazoltuk, hogy szovédménymentes 2 tipusii diabéteszes betegekben
szignifikansan megemelkedik a monocita-trombocita aggregdtumok szintje, a gyulladast
jelzé laborértékek ugyanakkor nem jeleznek elvaltozast. Eszerint a megfigyelés szerint
a monocita-trombocita aggregatumok szintjének emelkedése érzékenyebben jelzi a
diabéteszben zajlo valtozasokat, mint a szovOdményes allapotokban emelkedettnek

talalt gyulladasos paraméterek, pl. a CRP vagy az IL-6.

6. A trombocitat koto monocitakon fokozott Mac-1 expresszié észlelheto, ami
fiiggetlen a 2 tipusu diabétesz jelenlététol.

Igazoltuk, hogy azokon a monocitdkon, amelyek a trombocitdkkal aggregatumot
alkotnak, fokozodik a Mac-1 adhézids integrin expresszidja. Ez az emelkedés a
diabéteszes és az egészséges populacioban egyarant megtalalhatd, mértéke a két vizsgalt

csoportban azonos, ¢€s fliggetlen a cukorbetegség jelenlététol.
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7. Osszefoglalas

Az érelmeszesedés kialakuldsaban fontos szerepe van a keringd sejtes elemeknek.
Az aramlési- és anyagcserevaltozasok kovetkeztében aktivalodd fehérvérsejtek és
vérlemezkék egymassal és a sériilt érfelszinnel kapcsolatba 1épve eldsegitik az
atherosclerosis  progressziojat. A keringd monocita-trombocita aggregatumok
mennyisége érzékenyen jelzi a keringd sejtes elemek, kiilondosen a trombocitdk
aktivaltsagi allapotat. A komplexek 1étrejottének elsé 1épése a trombocita P-selectin és a
monocita PSGL-1 kozti kapcsolat, amely ezt kovetéen a monocita Mac-1-en keresztiil
stabilizalodik. A Mac-1-en Keresztiil torténd kapcsolodas egy kevéssé feltart, sokat
vitatott teriilet, ezért vizsgalatainkban a Mac-1 monocita-trombocita kapcsolatokban
betoltott szerepét igyekeztiink kdzelebbrdél megismerni.

Human vérbol izolalt monocitak és a human Mac-1-et prezentalé CHO sejtvonal
segitségével elsdként irtuk le a Mac-1 és a CD40 ligand kapcsolatat, amely az
érelmeszesedés progresszidjaban fontos, legnagyobb részben trombocitakbdl szarmazo,
az endothelen is megtalalhatd, protrombotikus és proinflammatorikus hatdsokat
kozvetitd mediator. A Mac-1-CD40 ligand kapcsolat szerepet jatszhat a monocitak
sériilt érfalhoz torténd kitapadasaban.

Human Mac-1-et prezentalo CHO sejtvonalunk segitségével elséként igazoltuk,
hogy a Mac-1 onalléan, a szelektineken keresztill torténé elzetes kapcsolodas
hianyaban is képes a trombocitakat megkotni. Igazoltuk, hogy a trombocita Gplib/llla-
nak alapvetd szerepe van a Mac-1-trombocita kapcsolatokban, illetve hogy ehhez az
interakciohoz sziikséges egy koztes molekula, mely a Mac-1-nek és a Gpllb/Illa-nak is
ligandja. Vizsgalataink alapjan ezt a szerepet mind a fibrinogén, mind a CD40 ligand
betoltheti. Ezek az eredmények aldtdmasztjdk a korabbi klinikai megfigyeléseket,
amelyekben a Gplib/llla-t gatld gyogyszereknek a monocita-trombocita aggregaciot
gatld hatédsat irtak le, illetve a korabbi in vitro megfigyeléseket, amelyek szerint a
fibrinogénnek hatasa lehet a monocita-trombocita aggregaciora.

Diabéteszes betegcsoporton végzett vizsgalatainkban elséként irtuk le, hogy a
trombocitat kotd monocitakon a betegség jelenlététdl fliggetleniil megemelkedik a Mac-

1 expresszidja. A monocita-trombocita aggregatumok mennyisége vizsgalatunk szerint
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a CD40 ligand ¢és a gyulladasos paraméterek megjelenése eldtt, azoktol fliggetlentil
megemelkedik, érzékenyen jelezve a folyamatban zajlé valtozasokat.

Vizsgalataink hozzdjarulnak a monocita-trombocita kapcsolatok ¢és a Mac-1
mikédésének megismeréséhez, melynek jelentdsége lehet az aggregatumok
kialakuldsanak gatlasdban ¢€s 0j klinikai jelentdséget tulajdonitanak a Gpllb/Illa gétld
gyogyszerek és a CD40 ligand-gatlo kezelések alkalmazasanak.
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8. Summary

Circulating cellular elements have a distinct role in atherogenesis. Metabolic
alterations and changes of flow conditions result in activated platelets and leukocytes
which in turn interact with each other and the vascular endothelium, facilitating the
progression of ahterosclerosis. Circulating monocyte-platelet aggregates are very
sensitve markers of platelet activation. Heteroaggregates develop via interaction of
platelet P-selectin and monocyte PSGL-1 which is strengthened by monocyte Mac-1.
There are controversial data about the stabilization by Mac-1. In our studies we aimed
to further characterize the role of Mac-1 in monocyte-platelet interactions.

Using monocytes and platelets isolated from human blood and a CHO line
expressing human Mac-1 we described for the first time the interaction of Mac-1 with
CD40L. CD40 ligand is a diverse molecule participating in the progression of
atherosclerosis, mediating proinflammatory and prothrombotic signals. Circulating
7CDA40L is cleaved mainly from platelets but the membrane bound form is found on
endothelial cells as well. Therefore, interaction of Mac-1 with CD40L may be important
in monocyte adhesion to and migration through the damaged endothelium.

Using the CHO cell line expressing Mac-1 we described for the first time the
ability of Mac-1 to bind platelets without previous selectin-engagement. We showed
that Gpllb/llla has an essential role in this interaction and that an intermediate, ,,bridge-
molecule” is also needed, which can bind to both GplIb/Illa and Mac-1. We showed
that fibrinogen and CD40L are able to fill this role. Our results underline and explain
previous clinical findings, showing a reduced monocyte-platelet aggregate level
following anti-Gpllb/Illa treatment, as well as previous in vitro findings suggesting a
role of fibrinogen in leukocyte-platelet interactions.

In our study of diabetic patients we showed that Mac-1 is elevated on monocytes
binding platelets compared to single monocytes, which was independent from the
presence of the disease. Monocyte-platelet aggregate levels were elevated without and
independent from the signs of inflammation and CD40L elevation, suggesting a more

sensitive role of monocyte-platelet aggregates indicating the alterations in diabetes.
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